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AOAC = Association of Official Analytical Chemists. 
DC-200 = Metil silicona o Polidimetil siloxano 
DDE Diclorofenil dicloretileno 
DDT = Diclorodifenil tricloroetano 
DDUP = Vapona o Dimetil 2,2 diclorovinil fosfato 
ECD = Detector de captura de electrones (Electron Captu-
re Detector) 
FDA Food and Drug Administration 
FID Detector de ionización de llama de hidrógeno (Fla-
me Ionization Detector) 
GC = Cromatografía de gases (Gas-chromatography) 
GLC Cromatografía de gases (Gas Líquid Chromatography) 
HCH Hexaclorocido hexano 
KClTD = Detector termoiónico de cloruro potásico (pota-
ssium chloride termoionic detector). 
ND No detectable 
NM No medible 
PCB's = Policlorobifenilos 
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ppb ~g/Kg. = ~g/g = partes por mil millones 
ppm mg/Kg = ~g/g = partes por millón. 
QF-1 = Metil propil silicona fluorurada o polifluoruro 
de propilmetilsiloxano. 
SEO = Sociedad Española de Oxígeno 
TLC Cromatografía en capa fina (Thimlayer chromato-
graphy) 
Tr = Tiempo de retención 
Trr = Tiempo de retención relativo al Aldrín 
NOTA.- En algunas siglas se han mantenido las iniciales 
inglesas por ser de uso frecuente en los trabajos 
científicos. 
SINONIMOS DE LOS PESTICIDAS APLICPDOS 
Linda no isómero y del HCH 
Sevín = carbaril 
Dipterex = Dylox 
1-naftil N-metilencarbamato 
Triclorofon = 0,0-Dimetil 2,2,2-Tri-
cloro-1-hidroxietil fosfonato. 
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PERSISTENCIA DE PESTICIDAS EN EL SUELO 
J,- INTRODUCCION 
La crecjente utilización de pesticidas~que 
con interés rentable, se manifiesta desde la Se-
gunda Guerra Mundial, (fecha en la que la indus-
tria de estos productos empieza un desarrollo ver 
tiginoso), entraña, a la vez, una serie de probl~ 
mas para la salud humana, que ha obligado a orga-
nismos internacionales como la FAO/OMS y OCDE a 
promover estudios encaminados al conocimiento de 
los niveles de contaminación y sus posibles efec 
tos. 
Fruto de estos estudios han sido una serie 
de restrinciones en el uso de algunos plaguici-
das. Otras tendencias han intentado rabatir los 
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principales motivos que justifican dicha restrin 
ción, con argumentos de discutible solidez, per~ 
por otra parte, merecedores de tenerse en cuenta. 
Los peligros de la utilización del DDT (en-
tre nosotros restringido por Orden del Ministe-
rio de Agricultura del 22 de Marzo de 1.971 (B. 
O. del Estado del día 30, 5118) provocaron estu-
dios más profundos sobre la toxicidad de pestici 
das usados en agricultura y ganadería, contami-
nantes, a su vez, de ríos, mares y de los culti-
vos de estos medios. Todas estas circunstancias 
nos han Jlevado a plantear un estudio sobre resí 
duos de pesticidas en medio ambiente y más con-
cretamente a poner a punto diferentes métodos s~ 
guidos en análisis de multiresíduos para estable 
cer los niveles de resíduos y su evolución en 
una parcela de cultivo as] como en las cosechas de 
ella obtenidas a lo largo de S años. 
1.- PROCEDENCIA DE LOS PESTICIDAS DEL SURLO Y CO 
SECHA: 
El origen de estos compuestos es variado. Su 
presencia se debe principalmente a un tratamien-
to directo del suelo al combatir las diversas 
plagas de insectos y hiberbas adventidas, antes o des-
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pues de la siembra. Tambien se pueden encontrar 
como c~nsecuencia de la pulverización' aérea de 
cultivos ya que una parte de los productos se 
deposita en el suelo, ya sea en el momento de 
su aplicación o con posterioridad a ella. La 
procedencia puede ser indirecta como consecuen-
cia del arrastre producido por la lluvia y el 
viento o, en ocasiones, por enterramiento de 
plantas que han sido tratadas, costumbre bastan-
te frecuente en agricultura. 
La presencia de pesticidas en los productos 
agrícolas, tambien puede ser directa o indirec-
ta. Esta última tiene lugar por absorción del 
existente en el suelo contaminado por los meca-
nismos señalados anteriormente. 
2.- FACTORES QUE AFECTAN A LA PERSISTENCIA: 
La persistencia de los pesticidas en el su~ 
lo es muy variable y está en función de diver-
sos factores que afectan a su absorción, deser-
ción y movimiento. Estos factores son muy dive~ 
sos, dependientes del pesticida, de la naturale 
za del suelo, de los organismos que en él vive~ 
de la cosecha, relacionados todos ellos entre 
sí y de ciert~ complejidad como veremos. 
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a) Influencia de la estructura del pesticida: 
Las características físico-químicas del pe~ 
ticida como posibles factores que afectan su ad 
sorción por el suelo, han sido consideradas por 
diversos autores. 
REINOLDS y METCALF (1), comprueban que el 
desplazamiento del pesticida en el terreno está 
directamente relacionado con la solubilidad en 
agua del mismo, lo que está de acuerdo con Ja 
influencia generalmente aceptada de la cantidad 
de agua que atraviesa el suelo. 
EDWARDS (2), estudia la influencia de la 
presión de vapor, de gran importancia sobre to-
do cuando el pesticida se encuentra en capas su 
perficiales. 
LAMBERT (3), encuentra una relación entre 
la adsorción del pesticida por el suelo y el nú 
mero de puntos que en la molficula pueden formar 
enlaces de hidrógeno. 
HARRIS (4), en un estudio comparativo de 
movilidades, indica que fistas son mínimas en el 
caso de los organoclorados y máxima en Jos her-
bicidas derivados del ácido benzoico. 
BOBBY L. GLAS (5), llega a la conclusión 
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de que los pesticidas electronegativos pueden 
ser susceptibles de degradación en condiciones 
anaerobias, mediante captura de electrones pro-
porc.ionados por la materia orgánica con el i6n 
ferroso como intermediario. 
b) Naturaleza del suelo: 
Todas las características del pesticida 
que puedan intervenir en su adsorción hay que 
considerarlas en interacción con el suelo. Así 
la conclusión hallada por LAMBERT (3), solo se 
cumple cuando el principal adsorbente es la ma 
teria orgánica. 
El suelo influye en la absorción produci-
da por las cosechas. Como cabe esperar es más 
rápida en suelos arenosos que en suelos con al 
to contenido en materia orgánica, y así lo pu-
do demostrar HARRIS y SAND (6). 
Esta relación no se puede generalizar en 
toda clase de pesticidas aun dentro de una es-
tructura similar. BEALLY y NASH (7) señalan que 
la absorci6n de heptaclor, dieldrín y DDT por 
el maiz y alfalfa está relacionada con el conte 
nido en materia orgánica y en cambio, ésta no 
afecta a la del Endrín que por otra parte está 
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influenciada por el contenjdo en limo. 
WOLCOTT(8), demuestra que la materia orgá-
nica es el componente que más afecta a la fija-
ción, existiend~ una estrecha relación entre és 
ta y la interacción coloide orgánico - coloide 
mineral (9) . 
Esta influencia de la materia orgánica es-
tá sujeta a variaciones (10) originadas en unos 
casos por la humedad que se interpone entre la 
superficie de adsorción y el pesticida hidrófo-
bo, así como por el grado de humidificación del 
material orgánico con el cual crece la adsor-
ción de los pesticidas no iónicos. 
En estudios hechos con pesticidas iónicos 
(ácidos 2-4 D, ácidos clorofénicos ... ), FARMEP. 
(11), encuentra que los catiónicos son fuerte-
mente adsorbidos por suelos con alto contenido 
en arcilla y materia orgánica ya que éstas con-
tienen más cargas negativas que positivas, sie~ 
do sin embargo la fijación más débil para pesti 
cidas aniónicos. 
Hay un factor del suelo, el pH, que en re-
lación con la constante de disociación del pes-
ticida, puede determinar el que se produzca la 
fijación mediante enlaces de hidrógeno, lo que 
-lB-
pudo comprobar FARMER (11) en estudios llevados 
a cabo con herbicidas. 
Sin embargo para pesticidas con estructura 
química más estable corno son los organoclorados 
Lindano y Aldrín, anteriormente, SWANSON y col. 
(12) y BOLLEN y col. (13), no encontraron rela-
ci6n entre el pH y la adsorci6n. 
e) Vegetaci6n: 
La absorci6n por las plantas además de co~ 
siderarla corno una vía eventual de desaparici6n 
del pesticida cuyo destino era el suelo, hemos 
de considerarla tarnbi€n, por su transcendencia 
cuando se trata de alimentos, corno vía de pene-
traci6n de pesticidas a ellas dirigidos. 
Sea cual fuere la intenci6n de la aplica-
ci6n ha de tenerse en cuenta que en relaci6n 
con la distribuci6n del pesticida en la planta 
CARO (14) en un trabajo hecho con rnaiz, llega a 
la conclusi6n de que las hojas superiores tie-
nen menor cantidad de pesticida, no solo porque 
son las mas j6venes y estuvieron menos tiempo 
expuestas sino tarnbien debido a que la densidad 
de vapor del pesticida es superior en las capas 
de aire cercanas al suelo y se presenta una acu 
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mulación del mismo en esta zona. Esta circunstan 
cia es necesario considerarla ya que, si bien el 
contenido en pesticida de las plantas procede en 
parte de la absorción por las raices, el princi-
pal mecanismo de acumulación es debido al depósi 
to de pesticida en fase vapor (15). 
Pero no solo las plantas absorben el pesti-
cida del suelo sino que incluso pueden modificar 
el que se encuentra en él, como demostró BURGE 
(16), al comprobar la descomposición anaerobia 
del DDT, que en el suelo pasa a DDD, por los com 
ponentes volátiles de la alfalfa. 
d) Fauna: 
WAY y SCOPER (17), han estudiado la influen 
cia de la fauna en la persistencia de los pesti-
cidas y ha comprobado que ésta se puede aumentar 
si previamente el terreno es tratado para exter-
minar la fauna; es un hecho que a menor escala 
se pudiera dar realmente por el constante uso de 
estos productos. 
GISH (18) ha estudiado la relación entre 
el contenido de pesticidas organoclorados en tie . -
rras y diferentes organismos: caracol, lombriz, 
escarabajo, ......... y ha observado que es supe-
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rior en los invertebrados que en la tierra (a e~ 
cepción del escarabajo). La cantidad de insecti-
cida en lombrices, varía directamente con la can 
tidad en suelo independientemente del cultivo o 
tipo de suelo. 
Tambien se ha observado que ciertos pestici 
das producen un aumento de población en algunas 
especies de invertebrados por ir dirigida su 
efectividad no a estos sino a los de depredadores 
(19) . 
3.- CONTROLES DE RESIDUOS: 
Con el fín de paliar o soslayar estos ries-
gos inherentes a la utilización de pesticidas, 
se han propuesto diferentes medidas a tomar: uti 
lización de pesticidas menos persisten~es y uso 
de sustancias que reduzcan sus niveles. 
En este último sentido se ha comprobado la 
eficacia del carbón que permite el cultivo en 
suelos altamente contaminados (20). 
Son muy útiles tambien los estudios sobre 
degradación de pesticidas tanto en suelos como 
en plantas y la determinación de sus productos 
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de transformación, a veces de una toxicidad mil 
veces menor, como en el caso del lindano que da 
lugar al pentacloro ciclohexano, pero en ocasio-
nes de toxicidad todavía mayor. Investigaciones 
de este tipo han permitido conocer la vida media 
de cada pesticida y con ello determinar el tiem-
po aconsejable que ha de transcurrir entre la 
aplicación y la recogida de la cosecha según que 
haya sido aplicado al suelo o a la planta. Es, 
sin embargo, este valor un dato de poca signifi-
cación, ya que la persistencia y metabolismo de 
cualquier pesticida, como se ha señalado, depen-
de de una gran variedad de factores. 
Una forma de conocer la contaminación por 
resíduos sin tener en cuenta todos estos facto-
res es el estudio realizado por CARRASCO y col. 
(21), sobre la contaminación por plaguicidas de 
los alimentos constituyentes de la dieta media 
española, a fín de poder calcular la ingestión 
de resíduos diarios por persona, la cual ha esta 
blecido 78 ~g. de DDT (op'-DDT + pp'-DDT y pp'-
DDE) y de 13,8 ~g. de yHCH. 
Esta contaminación calculada a partir de 
alimentos del mercado de Valencia debe de ser su 
perior a la media nacional y es de igual orden 
aunque algo superior a la encontrada en EE.UU. 
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(SS ~g/día de DDT y 3 ~g/día de y HCH), en Ingl~ 
terra (44 ~g/día de DDT y 6,6 ~g/día de y HCH) 
según SMITH (22) y ABBOTT y col. (23) respectiva 
mente. No aparecen sin embargo otros pesticidas 
de gran toxicidad presentes en las cosechas de 
EE.UU. e Inglaterra. 
Los valores encontrados son muy inferiores 
a los considerados por la FAO/OMS (24) como mix! 
mos admisibles para estos pesticidas (250 ~g/día 
de DDT y 500 ~g/día de y HCH) para personas de 
50 Kg. de peso. 
Por otro lado, en este Departamento se han 
llevado a cabo estudios sobre la contaminaci6n 
por pesticidas de aguas y moluscos de la Ría de 
Arosa, y los valores encontrados fueron 1/100 a 
1/5000 para el lindano y 1/100 a 1/150 para el 
total de DDT respecto a los niveles señalados co 
mo máximos razonables por la Fede~al Comittee on 
Wate~ Quality C~ite~ia (5,0 y 0,5 ppb). 
4.- PLAN DE TRABAJO: 
Por todo lo comentado hemos pretendido esta 
blecer niveles residuales de pesticidas orgáni-
cos (organoclorados, fosforados y carbamatos) 
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en el suelo de un campo de cultivo en el que se 
recogen maíz, patatas, grelos y judías que sola 
mente han sido sometidas a tratamientos muy el~ 
mentales con estas sustancias 1 de acuerdo con 
los consejos dados por las oficinas de Extensi8n 
Agraria. 
Para este estudio ha sido necesario en pri-
mer lugar, poner a punto diferentes métodos ana-
líticos requeridos en las diferentes etapas del 
complejo a análisis de multiresíduosque lleva i~ 
plícito la utilización, por una parte de la cro-
matografía gaseosa con detector de ionización de 
llama de hidrógeno, captura de electrones y un 
detector análogo al termoiónico elaborado perso-
nalmente para la detección de fosforados, y por 
otro lado, la utilización de técnicas potenciomf 
tricas para la comprobación de pesticida inhibi-
dor de la colinesterasa, algunos de los cuales, 
no pueden ser detectados directamente en las con 
diciones habituales de la cr, y es necesario el 
empleo de estas otras técnicas. 
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II,- ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 
Los pesticidas, como se ha indicado, han 
dado lugar a numerosas publicaciones sobre las 
más diversas facetas: efectividad, forma de apll 
caci6n, toxicidad, legislaci6n, persistencia, 
etc. Y sobre todo las relacionadas con la proble-
mática de su análisis cuali y cuantitativo, por 
lo que antes de proceder a la descripción de los 
métodos utilizados en la parte experimental es 
conveniente estudiar los antecedentes de las di-
ferentes etapas que implica es te análisis: ex-
tracci6n, purificaci6n, análisis cualitativo y 
análisis cuantitativo. 
1.- EXTRACCION: 
Los métodos de extracción de los pestici-
das han sufrido modificaciones sucesivas tanto 
en la forma de realizarla, como en el disolvente 
o disolventes utilizados. Hoy se ha llegado a 
una forma de extracci6n casi única o m~s genera~ 
lizada que es la extracci6n por maceración y agl 
-25-
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tación mecánica, pero se han usado también la ex 
tracción en superficie y el método soxhlet. 
La extracción en superficie fué empleada, 
entre otros, ror WICHMANN y col. (25) para ex-
traer resíduos de DDT, con benceno, en la suner-
ficie de manzanas. 
En esta técnica no se trocea el material y 
se emplea un solo disolvente, el más idóneo para 
el pesticida, por lo que GUNTHER y BLINN (26) en 
un estudio sobre el tiempo necesario para alcan-
zar el equilibrio entre las concentraciones en 
la sustancia y solvente, encontraron oue era muy 
grande. Este sencillo proceso permitía la obten-
ción de extractos poco contaminados, sin embargo 
no había una extracción cuantitativa de los resí-
duos, combinados con la mayor parte de los mate-
riales vegetales. 
La extracción exhaustiva mediante el em-
pleo del Soxhlet, fué utilizada para la ex-
tracción de pesticidas de los productos secos fi 
namente divididos, pero presenta diferentes in-
convenientes, de un lado el secado de las mues-
tras frescas con la consiguiente pérdida de pes-
ticida que ello implica y de otro la gran canti-
dad de impurezas que extraen por este procedimien 
to lo que lleva consigo un estricto proceso de p~ 
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rificación. KLEIN (27) y KLEIN y col. (28), ha-
cen una ámplia comparación con otros m~todos pa-
ra la extracción de resíduo~ de DDT en espinacas 
y comprueban que la técnica además de resultar 
larga deja pesticida sin extraer al que denomi-
nan resíduo fijado. 
CHIBA y MORLEY (29), en un estudio hecho 
sobre los factores que afectan la extracción de 
Aldrín y Dieldrín en suelo, por distintos proce-
dimientos, señalan para el método Soxhlet los in 
convenientes ya citados no obstante su buena ca-
pacidad de extracción .. 
La técnica de maceración y agitación pro-
longada en presencia de solventes, es el procedi 
miento utilizado ordinariamente para la extrac-
ción de pesticidas tanto de tejidos vegetales co 
mo de tierras u otras muestras. 
En un principio las tierras eran agitadas 
en presencia de un solo solvente inmiscible en 
agua; tal era también el método utilizado para 
la extracción de resíduos en alimentos de alto 
contenido graso: extracción de la grasa y ooste-
rior partición del solvente orgánico de ésta, 
con el acetonitrilo. Comparando este método con 
el uso de una mezcla de solventes polar y no po-
lar, se encuentra con esta última modalidad una 
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recuperación mayor en la extracción, qu1za por 
formar con los zumos vegetales una fase homogé-
nea, haciendo salir el contenido de las células 
para luego ser sometido a partición con el sol-
vente no polar. 
LICHTENSTEIN (30), emplea en análisis de 
organoclorados en cosechas de suelo tratado, la 
técnica de maceración con mezcla de benceno-
alcoholisopropílico (2:1) para DDT, y hexano-al-
cohol isopropílico (2:1) para Aldrín y Dieldrín. 
MILLS (31), utiliza como procedimiento g~ 
neral de extracción para alimentos grasos y no 
grasos la mezcla hexano-isopropanol. 
JOHNSON (32), comprueba que la mezcla an-
terior puede ser sustituída con igual eficacia 
extractiva por un solo disolvente, acetonitrilo, 
y con la ventaja de extraer menos materia colo-
rante. Este método que JOHNSON lo utiliza para 
la extracción de Dieldrín y Aldrín, había sido 
usado con anterioridad por MODDES y COOK (33) pa 
ra extraer paratión. MILLS y col. (34), lo utili 
zan en una técnica rápida de análisis nara multi 
resíduos de organoclorados y algunos organofosfo 
radas en alimentos no grasos, seguida de purifi-
cación del extracto~en columna de florisil. Dicho . 
procedimiento es el fundamento del empleado hoy 
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por la Food and Drug Administration para análi-
sis de residuos en alimentos no grasos (35). 
NELSON (36) demuestra oue por el método 
de MILLS y col. (34) pueden ser recuperados alg~ 
nos pesticidas organofosforados. Varios investi-
gadores de FDA demuestran también que el paratión 
metil paratión, diazinon, etion, carbofenotion y 
ronnel pueden ser cuantitativamente recuperados 
por este método además de los pesticidas organo-
clorados. 
Posteriormente fueron introducidas algu-
nas modificaciones en el método de MILLS y col. 
(34) reformas todas ellas hechas sobre la misma 
línea de trabajo, encaminadas a la extracción de 
algunos tipos más de muestra como huevos (37) y 
productos lácteos (38). 
BERTUZZI y col. (39), demuestran que la 
extracción con acetonitrilo es deficiente cuando 
la muestra estaba deshidratada, pero llegan a la 
conclusión de que siguiendo la técnica de MILLS 
y col. (34) y usando un acetoni tri lo con un 35% 
de agua, se pueden obtener resultados cuantita-
tivamente buenos para muestras secas y compara-
bles con los obtenidos por extracción exahustiva 
en soxhlet 
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BURKE y PORTER (40), también comprueban 
que la extracción de resíduos de TDE en coles 
por este método deja de ser cuantitativa cuando 
la humedad de la muestra es inferior al 75%. 
Posteriormente WILDERMAN y SHUMAN (41), 
informan de la efectividad de este procedimien-
to con adición de agua, para la extracción de 
re~íduos de DDT en forraje. Además se comprobó 
que el acetonitrilo es un buen extrayente tam-
bién para algunos pesticidas carbamatos en fru-
tos y vegetales tales como carbaril (42) y Lan-
drin (43). 
STORHERR (44) basándose en el anterior 
trabajo de Porter y col. recomienda el acetoni-
trilo en lugar del diclorometano anteriormente 
aconsejado para el carbaril en los métodos ofi-
ciales de la A.O.A.C. de 1.970 (45). 
STORHERR y col. (46) presentan un método 
general para pesticidas organofosforados en el 
que el procedimiento de extracción es también 
con acetonitrilo. 
PARDUE (47) en un estudio de recuperación 
de varios organofosforados, empleando el método 
de MILLS y col. (34), observa que el Triclor-
fon a pesar de no ser detectable en las condj-
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cienes de trabajo, es claramente eluible lo que 
llegan a detectar aplicando las condiciones de 
GLC de WATTS y STORHERR (48). 
RENWALL y AKERBLONT (49) hacen un estudio 
sobre la determinación de organofosforados y co~ 
prueban la eficacia del cloruro de metileno como 
extrayente, disolvente ya utilizado con anterio-
ridad para organofosforados y entre ellos dipte-
rex (50). 
La extracción con acetonitrilo, con va-
riantes que dependen del contenido en grasa, agua 
y azúcar de la muestra es el método oficial de ex 
trace ión en los laboratorios de la AOAC (e die ión de 
1 .970) para varios pesticidas organoclorados y 
organofosforados en diversos tipos de alimentos 
de origen vegetal y animal. 
Por otra parte, como hemos visto, este 
mismo disolvente tambien da buenos resultados pa 
ra extracción de algunos carbamatos en estos ti-
pos de muestras. Sin embargo para la extracción 
de cualquier pesticida en suelos, todavía en 
1.970 no existe método oficial en este organismo. 
CHIBA y MORLEY (29) hacen un estudio sobre 
extracción de pesticidas organoclorados en suelos 
obteniendo buenos resultados de recuperación con 
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algunos disolventes, entre los aue el acetonitri 
lo da unos valores intermedios pero con la vent~ 
ja de extraer pocas sustancias interferentes. 
Al igual que en los métodos de ~ILLS para 
alimentos, la humedad es de gran importancia en 
suelos y se ha podido comprobar (51) que la recu 
peración es mala si no se añade al suelo secado 
al aire un 20%, o si es orgánico un 80%, de agua. 
Operando de esta forma la desorción del pesticida 
es tan grande, que otros posibles efectos tales 
como los debidos al método o al tiempo de contac-
to entre la muestra y el disolvente, son menos n~ 
torios. En este estudio se señala también que la 
rec upe ración es mayor cuando la tierra se ha 
secado al aire y permanece seca desde la fotifica 
ción hasta el análisis. 
LICHTENSTEIN y col. (52, 53), utilizan ac~ 
tonitrilo en la extracción de pesticidas del sue-
lo. 
SAHA (54) compara varios métodos de extrae 
ción para resíduos de clordano en suelos y llega 
a la conclusión de que las mejores circunstancias 
para una buena recuperación se obtienen con la 
adición de un 20% de agua, un tiempo de contacto 
de 24 b.or,as y la utilización de la mezcla hexano-
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acetona (1 :1). Además señala que la adición de 
agua por encima de un 40% disminuye la recupe-
ración, siendo el margen de aumento el de 30-
40%. 
2.- PURIFICACION: 
A veces, un simple reparto entre dos di-
solventes como señala BONELLI (55), extrayendo 
Aldrín con una mezcla de hexano-benceno, es su-
ficiente si los niveles de resíduos son relativa 
mente altos. Esta misma circunstancia ha podido 
ser probada por nosotros como consecuencia del 
naufragio del Erkowit que cedió varias toneladas 
de Dieldrín en aguas de Galicia (56). No obstan-
te, si los niveles de resíduos son inferiores a 
ppm hacen falta métodos más rigurosos que los de 
partición entre dos solventes no miscibles. 
En el caso de muestras con alto contenido 
en grasa y ceras, un método de purificación es 
la precipitación de estas en acetona a -70°C, s~ 
parándolas luego por filtración. GRUSSENDORF y 
col. (57) combinan este método con la utilización 
del florisil como adsorbente. 
Las sustancias interferentes, también pue-
den ser reducidas o eliminadas por métodos quími 
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cos tal corno hacen BEROZA y col. (58) saponifi-
cando las grasas con KOH alcohólica, aunque este 
tratamiento también modifica algunos pesticidas 
(veáse más adelante 3.7.6.7.). 
Sin ernbargo,la técnica más frecuentemen-
te empleada es la de poner en contacto el extrae 
to con una sustancia adsorbente tal corno el flo-
risil, silicagel, alúmina, carbón o mezcla de es 
tos. 
Con frecuencia los adsorbentes fueron uti 
lizados simplemente para separar los productos 
interferentes. En este sentido BECKMAN (59), em-
plea florisil para retener impurezas haciendo p~ 
sar simplemente una porción alícuota del extrac-
to a través de una columna de este adsorbente. 
CAREY (60), purifica extractos de semi-
llas y de vegetales, haciéndolos pasar a través 
de una columna rellena con la mezcla: magnesia 
activada/tierra de diatomeas (1 :1). 
CULLEN y STANOVICK (61), emplean una agi-
tación con el adsorbente cuando tratan de elimi-
nar interferencias en un extracto de cosecha. 
Actualmente estos materiales son usados 
corno fase estacionaria en un crornatógrafo líqui 
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do-sólido, dentro de un proceso de purificación 
previo al análisis por cromatografía de gases ya 
que no solo permiten separar los pesticidas de 
los coextractivos sino tambien los pesticidas e~ 
tre si. Un ejemplo de esta última aplicación as~ 
ciada a la anterior es el trabajo de JOHNSON (32) 
que separa Dieldrín y Endrín de otros pesticidas 
clorados usando florisil y eluyendo primero con 
200 cm3 de la mezcla eter etílico/eter de petró-
leo al 6% (v/v) y luego con 200 cm3 de eter etí-
lico/eter de petróleo al 15% (v/v). 
Como se ha indicado, son varios los adsor 
bentes que se han usado con esta finalidad,y pa-
rece lógico hacer un comentario de cada uno: 
Carbón.- McLEOD y col. (62), utilizan columna de 
carbón para separar pesticidas órganoclorados y 
organofosforados y eluyen la muestra primero 
con acetonitrilo-hexano (1,5%), v/v, después con 
cloroformo y por último con benceno. De esta for 
ma logran separar en el primer eluato: Lindano, 
Heptaclor, Aldrín, Tiodán, pp'DDE, Dieldrín, Ca~ 
tan y los isómeros del DDT. En el segundo, la m~ 
yoría de los fosforados y en el tercero Daconil 
y Dyrene. La utilización de carbón como adsorbe~ 
te es particularmente aconsejable cuando se tra-
ta de separar pesticidas organofosforados ya que 
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algunos de ellos, solo en este adsorbente, tie-
nen una recuperación superior al 70% (63). 
Alúmina.- Otro adsorbente, la alúmina, es usado 
con éxito en purificación. Se pensó que la alú-
mina, que es de naturaleza polar, mezclada con 
otra sustancia apolar como la parafina, podría 
servir para separar ambas clases de pesticidas; 
organoclorados y organofosforados. Así lo hizo 
ERWIN y col. (64), utilizando como eluyente sol:!:!_ 
ción acuosa de acetonitrilo (35%), obtuvieron 
buenos resultados en cuanto a la separación de 
impurezas procedentes de la muestra. El único 
inconveniente de éste modo de operar era que la 
parafina se desvía parcialmente 
Para subsanar aquel inconveniente, HOS-
KINS y col. (65), sustituye la parafina por po-
lietileno insoluble en el eluyente usado. 
Así mismo BLIN y col (66) empleando tam-
bién alúmina, eluyen primero con n-hexano y lu~ 
go con cloroformo para separar resíduos de Al-
drín y Dieldrín en el suelo. 
LAWS y WEBLEY (SO), combinan ambos méto-
dos de purificación, alúmina y carbón, en extrae 
tos de pYantas que contienen pesticidas organo-
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fosforados previa separación de éstos en dos 
fracciones: solubles en eter de petróleo y solu 
bles en agua. La fracción de eter de petróleo 
es cromatografiada sobre óxido de alúmina y la 
otra sobre carbón. 
Comparando la efectividad de las colum-
nas de alúmina y carbón, ADA\1S y col. (67), ob-
servan que en la columna de carbón obtienen una 
eficacia inferior debido a que deja pasar más 
sustancias interferentes. 
Silicagel.- El ácido silícico o silicagel, 
Si0 2H20, aunque menos usado que los anteriores, 
también es descrito por varios autores como ad-
sorbente adecuado en algunas purificaciones. 
KADOUN (68) empleando Silicagel y eluyen-
do con una cantidad de benceno comprendida entre 
12-240 ml., logra buena recuperación exepto para 
Malatión y Diazinon que necesitan 8% de acetato 
de etilo en Benceno. 
Mezclas.- En un itento de obtener capacidades 
adsorbentes adecuadas también se ha experimenta-
do con mezclas de distintos adsorbentes. En este 
sentido BOWMAN y JOUNG (69), purifican extractos 
de cereales en columna de florisil-celita, eluye~ 
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do con hexano. Algunos autores emplean cuatro 
o más adsorbentes distintos, lo oue hace engorrQ 
so este tipo de procedimientos~ebido además a la 
necesidad de verificar la capacidad de adsorción 
en cada lote de adsorbente. 
Florisil.- El florisil, silicato magn€sico sint~ 
tico, es probablemente el adsorbente más usado 
con fines de purificación en análisis de resí-
duos y la información que de su uso puede encon-
trarse es muy extensa. Recogiendo algunos traba-
jos aplicados a suelos, citaremos: 
LICHTENSTEIN y SCHULZ (70), purifican ex-
tractos de suelos tratados con Aldrín, también 
por cromatografía sobre florisil. Separan el Al-
drín del Dieldrín eluyendo primero con n-hexano 
y luego con benceno-n-hex~no al 25% (v/v). 
MILLS (31), utiliza la columna de florisil 
con éxito en la purificación con varios pestici 
das, entre ellos los isómeros del DDT, BHC, HE~ 
TACLOR, Heptaclor epóxido, etc ... , usando la 
mezcla de eter etílico/eter de petróleo al 6% 
(v/v) como eluyente. No encuentran eluyente idó 
neo para separar Dieldrín y Endrín. 
JOHNSON (32), separa el Dieldrín y Endrín 
eluyendo con la mezcla eter etílico/eter de pe-
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tróleo al 15% (v/v). De esta forma los pestici-
das organoclorados más frecuentes, pueden ser 
. . 
separados en dos fracciones: eluibles en la mez 
cla del 6% (v/v) (1°eluato) y eluibles en la mez 
cla del 15% (v/v) (2°eluato). Este método con p~ 
queñas modificaciones es aplicado a muestras con 
un contenido en grasa igual o inferior al 2% y 
da buenas recuperaciones en los 21 organoclora-
dos estudiados por MILLS y col. (34). 
Hay cierta variación en la forma de activar 
el florisil. LANGLOIS y col. (71), lo calientan 
a 140° durante 12-14 horas y lo desactivan luego 
parcialmente ron un 5% de agua dejando pasar 48 
horas antes de su uso. 
BURQUE Y MALONE (72), aconsejan el uso de 
florisil calcinado a 1250°F (670-680°C). duran-
te tres horas. 
MILLS y col. (73), describen un método rápi 
do para determinar la capacidad de adsorción del 
florisil, basado en la adsorción del ácido láuri 
co de una solución de hexano. Con esta medida es 
fácil determinar el peso de florisil necesario 
para una correcta purificación. 
En los métodos oficiales de purificación de 
la Food And Drug Administration (FDA) (74), se 
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recomienda la activación a 650°C durante tres 
horas seguida de una estancia en recipiente ce-
rrado a 130°C durante cinco horas corno mínimo. 
El florisil así activado se mantiene en la oscu 
ridad y puede conservarse durante dos días al 
cabo de los cuales es necesario volver a calen-
tar a 130°C. Aconsejan que en cada lote activa-
do, se determine antes de su uso el grado de a~ 
sorción, y de acuerdo con este, se ajuste la ca~ 
tidad de florisil en la columna por el anterior 
método de MILLS. 
HALL (75), obtiene buenas recuperaciones 
para varios pesticidas organoclorados y organo-
fosforados aplicando el anterior método de Mills 
a 10 lotes distintos de florisil. 
En general el flcrisil es un adsorbente ex-
celente para la purificación con organoclorados. 
No obstante hay algunos organo-fosforados elui-
bles por el método de MILLS y col. (34) en el 1 o 
y 2° eluatos y algunos en el 3° eluato obtenido 
con eter etílico eter de petróleo al 50% corno de 
muestra WESSEL (76). 
El método de MILLS y col. ( 34) es oficial 
en la Association Official Agricultura! Chernists 
(AOAC), 1.975 (77) para 14 organo clorados, 7 or 
ganofosforados y ningún carbarnato. 
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2.3.- Técnicas de análisis: 
Dado el número elevado de pesticidas uti-
lizados actualmente, para el análisis de resí-
duos se han propuesto técnicas de detección múl 
tiple entre las que merecen destacar la cromato 
grafía de gases y la medida de la actividad an-
ticolinesterásica auxiliadas de diferentes pru~ 
bas de confirmación. 
2.3.1.- Cromatografia de gases: 
La cromatogratía de gases es el método 
más idóneo para la determinación de insectici-
das clorados y fosforados. Como es sabido, en 
este método de análisis, los componentes se se-
paran y distribuyen entre una fase estacionaria 
constituída por un líquido no volátil, y un gas 
móv]l inerte, encontrándose la fase estaciona-
ria sobre un soporte inerte sólido. 
Este método, cuya sensibilidad varía con 
el tipo de detector,_ permite poner de manifie~ 
to en ocasiones cantidades de pesticida del or-
den de picogramos, ha sido ampliamente descrito 
y utilizado. 
BURKE y JOHNSON (78) usan la GLC con el 
detector microcolumétrico y determinan el tiem-
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po de retención de 68 pesticidas con la columna 
rellena de grasa de silicona. 
Otros autores investigan el uso de distin 
tos detectores: detector de captura de electro-
nes (79); de ionización dellama de hidrógeno 
(80); detector termoiónico (81), etc ... así co-
mo el uso de diversas columnas (82). 
Este último detector fué descubierto al ver que 
la adición de una sal de sodio a la llama de oxígeno e hi 
drógeno de un detector de ionización de llama de hidróge-
no, mejoraba la corriente de ionización producida cuando 
un compuesto nitrogenado o fosforado entraba en la zona 
de la llama. 
GIUFFRIDA y col. (83) estudian la aplicación con-
junta de dos detectores, electrón captura y termoiónico, 
o de ionización de llama alcalina. 
IVES y GUIFRIDA (84) investigan también 
la aplicación de este último detector para com-
puestos orgánicos conteniendo nitrógeno, arséni 
co o cloro, utilizando sales alcalinas adecua-
das a cada caso. 
En los métodos oficiales de Association 
of Official Analytical Chemists (85), recomien-
da la utilización de este detector para la ide~ 
tificación y valoración de resíduos de organo-
fosforados. 
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La Food and Drug Administration (88) uti-
liza para la confirmación de resíduos de DDT en 
presencia de PCB, el tratamiento con KOH alcoh~ 
lica que produce el paso de pp'-DDT a pp'-DDE y 
deja inalterados los PCB's. 
MILLS (89) transforma el pp'DDE en diclo-
rtibenzofenona por oxidación con ácido crómico, 
oxidación que no afecta tampoco a los PCB's. 
Entre nosotros BOADO y col. (86) y SIMAL 
y col. (87), han utilizado estas pruebas en la 
confirmación de resíduos de pesticidas y PCB en 
aguas y moluscos de la Ría de Arosa. 
En cuanto a la confirmación de otros pes-
ticidas como Aldrin y Dieldrin, NOREN (90), 
transforma el Aldrin en Dieldrín por epoxidación 
con peroxiacético. 
WIENCKE y BURQUE (91), usando clorhídrico 
concentrado en etanol, transforman el Dieldrín 
en clorhidrina del Dieldrin por ruptura del gr~ 
po epóxido. 
b).- Valor "p": 
BEROZA y BOWMAN (92) proponen la determin~ 
ción del 'valor "p" para la identificación de 
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BOADO y col. (86) y SIMAL y col. (87) en 
un estudio sobre resíduos de pesticidas en aguas 
y mejillones de la Ría de Arosa utilizan esta 
técnica analítica. 
2.3.1.1 .-Técnicas de confirmación en GLC.- Mu-
chas sustancias se comportan en GLC con igual 
tiempo de retención pudiendo no ser pesticidas. 
Para confirmar la presencia de estos, se hace 
necesaria la utilización de djversas técnicas 
de identificación y entre ellas, además de la 
separación sobre florisil que ya es en sí una 
prueba de confirmación, la utilización de dis-
tintas columnas y diferentes detectores en la 
GLC, así como la formación de derivados o trans 
formaciones en la molécula mediante reacciones 
químicas o exposición a las radiaciones U.V., 
utilización de la técnica de espectrofotometría, 
etc. 
a).- Pruebas químicas: 
Las pruebas químicas pueden utilizarse aso-
ciadas a la GLC para transformar una sustancia, 
en otra cromatografiable con distinto tiempo de 
retención. En este sentido son especialmente 
Gtiles en la diferenciacjón entre pesticidas clo 
rados y policlorobifenilos (PCB). 
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pesticidas y proporcionan con su trabajo una Ta 
bla de dichos valores para 88 pesticidas en 
seis distintos pares de solventes, tabla que ha 
sido desde entonces incrementada por la contri-
bución de diversos autores, y que· además apare-
ce incorporada a los métodos oficiales seguidos 
por la Food and Drug Administration (93). 
e).- Radiaciones Ultravioleta: 
Otro método de confirmación para pestici-
das clorados es la utilización de luz U.V. 
BANKS y BILLS (94) señalan la formación 
de productos de degradación típicos en ciertos 
insecticidas organoclorados con este tipo de ra 
diación. 
KAUFMAN y col. (95) utilizan este procedi 
miento, elaborando patrones de degradación para 
Aldrín, Dieldrín, pp'-DDE, op'-DDT, op'-DDE y 
heptaclor y obtienen buenos resultados en la di 
ferenciación de pesticidas y otros coextractivos 
interferentes por su distinto comportamiento. 
Los coextractivos más frecuentemente cita-
dos son los policlorobifenilos que producen nume 
rosas interferencias en GLC incluso después de 
utilizar el florisil como método de purificación. 
Para solucionar este problema, además de reaccio 
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nes químicas como las ya citadas en 2.3.1 .1., al 
gunos investigadores como HANNAN y col. (96) han 
utjlizado el procedimiento de irradiación con es 
te objeto, obteniendo buenos resultados. 
d).- Otras técnicas: 
Además de las ya mencionadas aunaue no de 
forma sistemática, hemos utilizado la TLC y la 
espectrofotometría de infrarrojos. Ambas técni-
cas, ya utilizadas en este Departamento por SAA-
VEDRA (97) y CREUS (98) y para identificación de 
pesticidas en formulaciones, o a nivel de mg. 
2.3.2.- Actividad anticoZinesterásica: 
Como es sabido,los pesticidas organofosfQ 
rados y carbamatos están sustituyendo en estos 
últimos años ampliamente a los organoclorados. 
La utilización de la GLC en su detección se hace 
insuficiente debido a que algunos de ellos son 
termolábiles pasando desapercibidos a este tipo 
de análisis. 
Estos dos grupos de pesticidas tienen la 
propiedad común de inhibir la colinesterasa lo 
cual puede ser aprovechado para su detección. 
GIAN y HALL (9) proponen esta técnica pa-
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ra medida de los resíduos de pesticidas inhibido-
res. 
FALLSCHEER y COOK (100) demuestran que un 
importante número de organofosforados pueden co~ 
vertirse in vitro en inhibidores de la colineste 
rasa merced a la acci6n oxidante del agua de BrQ 
mo, lo que parece aumentar la sensibilidad del 
método enzimático. 
La ventaja por tanto de los métodos de me-
dida de la inhibici6n de la colinesterasa es su 
ámplio campo de utilizaci6n y una relativa alta 
sensibilidad. Además es particularmente apropi~ 
r 
da cuando el insecticida sufre cambios en su es-
tructura con producci6n de metabolitos de alta 
actividad inhibidora. Una desventaja, sin embar 
go, es el carecer de especificidad para distin-
guir los diferentes inhibidores presentes en una 
muestra dada. 
En la aplicaci6n de esta técnica es nece-
sario considerar los siguientes aspectos: 
A) Fuente de colinesterasa, elecci6n de substra-
to, y 
B) Método de valoraci6n. 
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~).- Consideraciones en torno a la fuente de 
colinesterasa y substrato emoleado: 
En cuanto a la elección de la enzima, te-
niendo en cuenta que el poder inhibidor depende 
en gran manera de la fuente enzimática, se ha 
demostrado que algunos pesticidas inhiben en m~ 
yor proporción las colinesterasas del grupo I 
(colinesterasa que actúa específicamente sobre 
la acetil colina) y otros las del grupo II (co-
linesterasas no específicas de la acetil colina). 
Así se ha podido comprobar (101) que el sevin, 
por ejemplo, inhibe por igual la colinesterasa 
del plasma humano y de caballo (grupo II) que la 
de eritrocitos bovinos (Grupo I). El malatión, 
sin embargo, inhibe fuertemente la estearasa pr~ 
sente en los eritrocitos de algunas especies de 
mamíferos (colinesterasa del grupo I) pero es ca 
si inefectiva su habilidad para inhibir la estea 
rasa del suero bovino (colinesterasa del grupo 
II). De ello se deduce que la acetilcolina no 
puede considerarse como un substrato absoluto y. 
si a esto unimos el aue aún dentro de un mismo 
grupo de colinesterasas, no todas son igualmente 
inhibidas por un determinado pesticida, variando 
la afinidad, con la procedencia animal de la en-
zima, se ~ace compleja la elección. 
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En la literatura son mencionados el uso de 
hígado homogenizado de bovino (102) o hígado de 
conejo (103), extractos salinos de cabeza de abe 
ja, (104), reactivos todos ellos en general de 
dificil obtención. 
B).- Métodos propuestos en la literatura para 
la medida de la actividad colinesterásica: 
Entre los muchos métodos que se han pro-
puesto para la valoración de la actividad de la 
colinesterasa figuran: 
a) Métodos de cambio de pH.- La colinesterasa 
se hace actuar sobre la acetilcolina en presen-
cia de una solución buffer durante un período de 
tiempo de 1-2 horas y el cambio de pH durante un 
determinado tiempo (generalmente 6 PH/hr) debido 
al acético liberado, es una medida de la activi-
dad enzimática (105). MESTRES (106) utiliza este 
método en la búsqueda de insecticidas colineste-
rásicos en vinos. 
b) Métodos volumétricos.- Se determina el ácido 
acético liberado, por titulación con lejía alca-
lina a pH constante. En esta valoración puede 
usarse un indicador ácido-base (107), u otro mé-
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todo electrométrico, titulador conductimétrico 
o potenciométrico. La ventaja de este método so 
bre los de variación de pH es que la medida de 
la actividad no está directamente influenciada 
por la fuerza buffer de la solución siendo sin 
embargo el pH constante. Cuando este método es 
usado en técnicas microtitrimétricas se han ob-
tenido muy buenas sensibilidades (108). 
e) Métodos manométricos.- El primero, es descri 
to por AMMON (109). Es un procedimiento, que co-
mo los anteriores se basa en el ácido acético li 
berado. Aquí se mide manométricamente el anhídri 
do carbónico desprendido el reaccionar el ácido 
con una disolución de bicarbonato. 
d) Métodos calorimétricos.~ Unos se basan como 
los anteriores en el ácido acético liberado. 
Siguiendo este método BEGGS y col. (110) usan 
el azul de bromotimol para medir el cambio en 
la absorbancia experimentado por la producción 
de ácido acético. 
Otros se fundan en la acetilcolina remanen-
te después de la hidrólisis. HESTRIN (111) usa 
la hidroxilamina para reaccionar con la acetilco 
lina sobrante y formar ácido acetilhidroxámico, 
que en presencia de iones férrico forma un com-
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piejo coloreado cuya intensidad se mide a 540 
nm. 
2.3.2.1.- Técnicas para identificación de pesti-
cidas inhibidores de la colinesterasa: 
Debido a la falta de especificidad del método an 
terior se hacen necesarias técnicas de identifi-
cación. En este sentido se ha visto: 
a) Posibilidad de utilizar distintos enzimas.-
Los pesticidas no tienen igual especificidad por 
estearasas que procedan de distinta fuente. 
Asi se ha co~probado (112) que el iazinon, 
sevin, systox, trition, phorate y otros presen-
tan igual grado de inhibición frente al plasma 
de caballo que frente al humano, sin embargo el 
Malatión y el Paratión tienen una capacidad de 
inhibición mayor frente al plasma humano que 
frente al de caballo. De esto se deduce que el 
uso de ambos tjpos de plasma serviria para dife-
renciar malatión de tritión o mejor todavia mal~ 
tién de sevin u otro que no sea detectable en 
GLC. 
PACK y col. (113) han usado un método simi-
lar para determinar pequeñas cantidades de Di-
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rom en presencia de DDVP, usando plasma humano 
y colinesterasa cristalina purificada de eritro 
citos bovinos. Por otra parte YU y col. (114) 
estudian la relación que puede tener la estruc-
tura molecular con la actividad anticolinestera 
sa y llega a la conclusión de que en los compue~ 
tos fenil N-alquil carbamatos, las sustituciones 
en N de cadena larga resultaban más inhibidoras 
cuando se usaba colinesterasa de eritrocitos de 
bovino mientras que las sustituciones de cadena 
corta presentaban mayor grado de inhibición so-
bre colinesterasa de insectos. 
De todos modos, la ayuda que este procedi-
miento proporciona a la identificación no son 
suficientes y resultan de complicada internreta 
ción. 
b) Cromatografia en capa fina.- MENDOZA y col. 
(115) emplean la técnica de TLC-inhibición enzi-
mática para determinación de carbamatos y fosfo-
rados averiguando los niveles de detección para 
varios de ellos frente a distintas estearasas. 
MELVIN y STANLEY (116) han usado una técni-
ca similar pero utilizando papel, en la identifi 
cación de fosforados. 
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MENDOZA y SHIELDS (117) estudian los facto-
res que afectan a la sensibilidad y especifica-
ción de ambos tipos de pesticidas en este método 
de identificación y llega a la conclusión de que 
no solo afecta la fuente de estearasa sino tam-
bién la dilución de esta y la oxidación del pes-
ticida. 
Dichos informes, si bién contribuyen a 
aumentar la sensibilidad en determinados casos, 
llevan a la conclusión de que no son eficaces 
en una identificación rápida de un problema de~ 
conocido. Lo mismo sucede con la utilización de 
diferentes enzimas, de aquí que se prefiera la 
utilización de distintos líquidos de desarrollo 
y el empleo de diferentes reactivos cromogéni-
cos. 
FISCHER (118) y FISCHER y PLUNGER (119) en 
la determinación de fosforados usan silicagel G 
y como líquido de desarrollo, cloroformo: aceto 
na: n-hexano (1:1 :1). 
En este último sentido también RM1ASANY 
(120) ha obtenido buenos resultados en la deter 
minación conjunta de fosforados y carbamatos. 
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2.4.- Análisis cuantitativo: 
Son dos los tipos de m€todos a considerar 
en la valoración cuantitativa: los aplicables a 
~LC y los empleados en la determinación de la 
actividad anticolinesterásica. 
2.4.1 .-Métodos de cálculo en GLC: 
La valoración cuantitativa de los resulta-
dos encontrados en la cromatografía de gases pue 
de hacerse en función de los diferentes paráme-
tros de los cromatogramas. 
De los muchos m€todos que se citan en la de 
terminación cuantitativa de los pesticidas, casi 
todos ellos están basados en la determinación de 
la altura o del área de los picos producidos por 
soluciones standard que contienenlos mismos com-
ponentes de la muestra. 
En la determinación de la altura es necesa-
rio construir la línea base, buscar el centro 
del pico y trazar la vertical desde la zona cen-
tro de la base. Este es un m€todo menos sujeto 
que otros al error del operador y recomendable 
sobre todo para picos estrechos, es decir los 
primeros del cromatograma. Varios autores sin em 
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bargo y entre ellos BURCHFIELD y STORRS (121) 
manifiestan que la altura es un parámetro muy 
sensible a cualquier variación en las condicio-
nes de trabajo por lo que éstas han de ser estre 
chamente controladas cuando las medidas se hagan 
por este procedimiento. 
Para picos anchos es recomendable hallar el 
área. SCOTT y GRANT (122) describen tres métodos: 
a) un método, el más general, válido para toda 
curva gausiana consiste en considerar el área 
proporcional a. la altura del pico multiplica-
da por la anchura en la semialtura. Este mét~ 
do no exige la construcción geométrica de la 
base prolongando la línea-base. Por tanto re-
sultará altamente reproducible. 
b) En el método de triangulación se considera el 
área, proporcional a la altura por la mitad 
de la anchura en la base del pico. Este exige 
la construcción geométrica de un triángulo 
con la línea base y las tangentes por ambos 
lados a los puntos de inflexión. En este pro-
cedimiento la influencia de una mala línea ba 
se, es grande y además requiere un extremo 
cuidado en la construcción de las tangentes. 
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e) El método planimétrico,semimecánico, consisten-
te en medir las susperficies de los picos con 
un planímetro, da las áreas reales. Tiene el 
inconveniente de no ser muy útil en un análi-
sis de rutina. 
BARRY y col. (123) en un estudio comparati-
vo entre dichos métodos de triangulación, altura, 
altura por ancho del pico a la semialtura e inte 
grador de disco,(siendo este un método mecánico 
cuyo fundamento es la transformación simultánea 
del desplazamiento de la aguja en un movimiento 
oscilatorio con una frecuencia tanto mayor cuan-
to más alta sea 1~ desviación de la aguja),en-
cuentran que por este último método se obtienen 
resultados superiores a los reales, careciendo 
los demás métodos de diferencias significativas. 
Un problema que se presentacon frecuencia, 
es hallar el área de picos no resueltos. MUNNIK 
y FABRIE (124) aplican el método de la altura 
por el ancho a la semialtura. Cuando se puede 
construir un triángulo equilátero,aunque uno de 
sus lados sea casi imaginario, ambos parámetros 
quedan fijados. Cuando uno de los lados del 
triángulo, apenas se insinua sobre otro triáng~ 
lo mayor, la altura queda determinada por el 
segmento de perpendicular (siendo ésta trazada 
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de la cresta a la línea base) que queda compren-
dido entre el centro del pico y el lado imagina-
rio del pico mayor. El ancho en la sernialtura se 
puede calcular teniendo en cuenta el ancho del 
pico anterior y el del posterior al pico proble-
ma. 
2.4.2.- Métodos de cáZcuZo de Za actividad anti-
coZinesterásica: 
La valoraci6n cuantitativa de esta activi-
dad viene determinada por el método de análisis 
elegido corno puede verse en 2.3.2. (B) 
llaman porcentaje de inhibición DTo - D1 O, O 1 . DTo' sien-
do DT 0 y D1 las variaciones de pH sufridas por 
testigo y muestra respectivamente durante un de-
terminado tiempo. 
variaciones de pH sufridas por testigo y muestra 
respectivamente durante un determinado tiempo. 
En los métodos oficiales de Association of 
Official Analitycal Chernistry (125), basado en 
la reacción colorirnétrica de la acetilcolina rema 
nente, con la hidroxilarnina y el i6n férrico, se 
determina el porcentaje de inhibición por la f6r-
rnula: 100- 100. ~:~ = ~ 
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donde B y C son las absorbancias de la muestra y 
el blanco respectivamente, siendo 1,3 la absorba~ 
cia que produce el complejo coloreado de la ace-
tilcolina sola en igual dilución que el problema 
y el testigo. 
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3,- PARTE EXPERIMENTAL 
3.1.- APARATOS Y MATERIAL: 
- Cromatógrafo de gases Perkin-Etmer: Mode 
lo F-11, equipado con detector de captu-
ra de electrones (ECD), de electrodo co~ 
céntrico con fuente radiactiva de Ni-63; 
detector de ionización de llama de hidró 
geno (FID), y detector termoiónico de 
cloruro potásico (KClTD) preparado con 
una modificación personal a partir del 
anterior. 
- Registrador de doble canal, Hitachi Per-
kin-Etmer, Modelo 196. 
- Dos amplificadores de ionización Perkin-
EZmer para el modelo F-11, uno de ellos 
con el correspondiente accesorio para el 
control de voltaje, necesario al ECD. 
- Estufa Perkin-Etmer F-11 de Atta Perfor-
mance, con medidor de temperatura incor-
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porado. 
- Espectrofotómetro de infrarrojos Perkin-
Elmer, Modelo 237 y accesorios para la 
elaboración de microcomprimidos. 
- Combi-Titrator 3D Metrohm Herisay, com-
puesto de: 
potenciómetro E 353 B 
impulsomat E 473 
dosimat de 1 cm3, E 412 
electrodo combinado EA-121 
registrador E 425 
cubeta de valoración termostatiza-
da EA 880-20 
- Ultratermostato HAAKE, tipo NBS 
- Rotavapor Buchi para concentraciones a 
presión reducida. 
- Lámparas de ultravioleta de 254 y 360 nm 
- Molino de percusión Culatti para vegeta-
les. 
- Homogenizadora multi-bat 
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- Dispositivo para toma de muestra del sue 
lo. Fig. 1. 
- Centrífuga Christ. 
- Embudos de decantación de 1.000 cm 3 pro-
vistos de llave de teflón. 
- Evaporador concentrador tipo Kuderna-Da-
nish con tubos acoplables de S cm3, con~ 
truídos por afora con referencias, evapQ 
rador y tubo, V-17442 y V-17443 respecti 
vamente. 
- Columnas de cromatografía de 20 x 400 
mm. con placa filtrante para la purifica-
ción del so4Na 2 . 
- Columnas de cromatografía de 14 x 200 mm. 
para purificación del extracto. 
- Columnas de vidrio para la cromatografía 
de gases de 3 mm. de diámetro interno y 2 
m. de longitud rellenas con a) DC-200 al 
10% en peso sobre Gas-chrom Q de 100/120 
mallas y b) DC-200 al 10% en peso + QF-1 




- Microjeringas Hamilton de 10 microlitos 
y aguja acoplada,ref. 701N. 
- Células de cuarzo de 1 cm de esnesor, 
como las utilizadas en espectrofotome-
tría de ultravioleta. 
- Cromatofolios-Al: óxido de aluminio F254 
neutro (tipo E) 20 x 20 cm. Espesor de 
capa: 0,20 mm. Casa Merck Art. núm. 5550 
- Pipetas automáticas de 2 y S ~1. 
- Pulverizadores. 
- Tanques cromatográficos. 
- Columnas de rectificación Snyder de 20 
cm. 
Nitrógeno N-47 (S.E.O.) 
- Envases de gases: Hidrógeno N-39 (S.E.O.) 
Aire comprimido (comnre 
sor) . -
- Otro material de uso corriente en labora 





Los disolventes y otros reactivos usados 
en el análisis de resíduos de pesticidas tienen 
que estar libres de sustancias que causen degra 
dación, adsorción del pesticida y en general in 
terferencias en sus etapas de identificación y 
valoración. Para investigar la posible presen-
cia de sustancias interferentes hemos empleado 
el método seguido por la FDA (3S) concentrando 
300 cm3 de disolvente a ensayar en un Kuderna-
Danish hasta S cm3 e inyectando S ~1 del canee~ 
trado en el cromatógrafo de gases con detector 
de captura de electrones. En las condiciones de 
trabajo, no debe producir un pico mayor de 1 mm. 
en la línea base durante 2-60 minutos despues de 
la inyección para que el disolvente se considere 
libre de sustancias interferentes. Para investi-
gar la posible presencia de sustancias que pue-
den degradar los pesticidas aan cuando no produ~ 
can interferencias, se somete al proceso total 
de análisis cantidades conocidas de organoclora-
dos y organofosforados en ausencia de muestra 
(los solventes con oxidantes son causantes de de 
gradaciones notables sobre todo en fosforados y 
especialmente en el carbofenotión). 
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La purificación de reactivos, llevada a 
cabo para eliminar estas impurezas, han sido dis 
tintas y son mencionadas en cada caso. 
Reactivos empleados: 
- Acetonitrilo: Fluka, de p.e = 79-82°C 
Eter de petróleo: CM1PSA de p.e. 30-60°C puri 
ficado por redestilación con columna Snyder a 
pesar de lo cual no se eliminan algunas impu-
rezas como hemos podido comprobar. 
- Agua bidestilada en presencia de permanganato 
potásico para eliminar la materia orgánica e 
interferencias en análisis por cromatografía 
gaseosa (126). 
- Cloruro sódico. 
- Sulfato sódico anhidro para deshidratación de 
los estractos previamente purificados por la-
vado con eter de petróleo y posterior deseca-
ción en estufa a 180°C durante 12 horas .. 
- Eter etílico Abelló, purificado por destila-
ción en presencia de sodio metálico para elimi 
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nac1on de peróxidos. Para comprobar esta cir-
cunstancia, se añaden a 10 cm 3 del destilado, 
1 cm3 de solución de IK al 10% (p/v) recién 
preparada, no debiendo observarse el color 
del yodo en ninguna de las dos capas formadas; 
en caso contrario, la purificación no habrá si 
do efectiva. 
- Florisil Fluka de 60-100 mallas, activado como 
se indica en 3.6. 
- Acido láurico. 
- Disolución alcohólica de fenolftaleina al 1%. 
Hidróxido sódico para preparación de solución 
0,1N, utilizada en la determinación del índi-
ce de ácido láurico y de la actividad enzimáti 
ca. 
- Cloruro potásico para la preparación del dete~ 
tor termoiónico de cloruro potásico (KClTD) y 
BrK para los microcomprimidos de espectrofoto-
metria de IR. 
- Hidróxido potásico. 
- Alcohol metílico. 
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- Anhídrido crómico 
- Acido acético glacial 
- Benceno redestilado 
- Peróxido de hidrógeno al 30% (p/p) 
- Acido sulfúrico 
- Bisulfato sódico 
- Carbonato sódico 
- Cloruro de zinc anhidro 
- Acido clorhídrico cocentrado 
- Etanol absoluto 
- n-hexano 
- Diclorometano. 
- Solución de polietilenglicol-400 al 1% (v/v) en 
diclorometano. 
- Plasma de caballo, obtenido de sangre recién 
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recogida sobre heparina (0,2 mg/100 cm3), en 
el matadero municipal y centrifugada a 2. 500 
rpm durante 30-45 minutos. 
- Acetilcolina 
- Líquidos de desarrollo para la cromatografía 
en capa fina: acetona, n-hexano y cloroformo 
- Nitrato de plata 
- Monoetanolamina 
Todos estos productos utilizados fueron de 
la casa Merck, a excepción de aquellos en los 
que se indica su procedencia. 
- Solución patrón de pesticidas organoclorados y 
fosforados empleada en el estudio de la recup~ 
ración del proceso de purificación y en la 
puesta a punto del detector termoiónico de clo 
ruro potásico. 
Heptaclor . . . . . . . .. . ...... o' 1 2 ppm 
Malation 1 '20 " ..... . . . . . . . . . . . . 
Heptaclor-epóxido 0,20 " ........ 
Dieldrín 0,28 " ..... . . . . . . . . . . . . 
Etion 0,80 " ....... . . . . . . . . . . . . . 
Trition 1 ,40 " ........... . . . . . . . 
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3. 3.- MUESTRAS: 
Las muestras objeto de estudio son: tierra 
del suelo de una parcela recogida periódicamente 
a lo largo de cinco. años y sus diferentes cultivos: 
patatas, maiz, grelos, repollo y alubias. 
3.3.1 .-Toma de muestras: 
Para el muestreo del suelo, se ha utilizado 
un toma muestras usual en este tipo de análisis 
(Fig. 1), que permite obtener una muestra repre-
sentativa del suelo de hasta unos 20 cm. de pro-
fundidad. Por otro lado, de los diferentes nroduc 
tos recolectados, se ha utilizado la parte comes-
tible. 
3.3.2.- Conservación de las muestras: 
Las muestras fueron guardadas en nevera y 
bolsas de polietileno, a fín de garantizar el man 
tenimiento de la humedad y el contenido en pesti-
cidas hasta el comienzo del análisis en las 24 ho 
ras siguientes, dando preferencia a las muestras 
de grelos, repollo y patatas, y dentro del proce-




Las muestras de suelo sobrantes, fueron se-
cadas al aire y luego guardadas en bolsas de po-
lietileno con el objeto del mejor mantenimiento 
de pesticidas (51), para posibles repeticiones de 
análisis. 
Es de destacar que la naturaleza de las bol 
sas es de suma importancia debido a su variada 
composici6n y su posible contenido en policlorobi 
fenilos (PCB's) como sustancias plastificantes. 
Por ello hemos llevado un control de las bolsas 
de almacenaje mediante espectrofotometría de I.R. 
en el que obtuvimos en la mayoría de los casos 
(fig. Zb y Zc) la estructura del polietileno de 
la fig. Za, reproducida de Perkin-Elmer Infrared 
Aplications Study (127). 
Sin embargo, la obtención de cromatogramas 
muy distintos (Fig. 3a y 3b) para diferentes tie-
rras, nos ha hecho pensar en la cesi6n oor algu-
nos plásticos de sustancias que podrian ser de la 
naturaleza de los PCB's composici6n que se puede 
comprobar (fig. 3a) por las pruebas ouímicas de 
estas sustancias (véase más adelante 3.7.6.7.e) · 
Tanto aquellas muestras que presentaban 
PCB's, como aquellas en las que no sucedía esto, 
estaban contenidas en bolsas cuyos espectros res 
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ponden a los de la fig. 2. Sometiendo las bolsas 
a un proceso analítico igual al de las muestras, 
se pone de relieve por GLC la existenciA de dos 
plásticos diferentes (fig. 4a y 4b) responsables 
de los cromatogramas del suelo 3a y 3b respecti-
vamente. 
Por otra parte se ha comprobado que en aqu~ 
llas bolsas de plástico con cromatograma 4a, no 
había cesión a lo largo del tiempo de ningún com-
ponente interferente en GLC (fig. Sa y Sb) y ello 
no obstante haber en estos cromatogramas de plás-
ticos pequefias cantidades de sustancias (fig. Se) 
3.3.3.- Localización y descri~ción de la paree!~ 
de terreno objeto de es~udio: 
Está situada en la provincia de LA CORU~A 
en el municipio del Valle del Dubra, lugar de Ni-
veiro (*),con una orientación que puede observar 
se en la figura 6. 
La dimensión aproximada de la parcela utili 
zada es de unos 10.000 m2, terreno llano y con 
una pendiente de un 3% hacia el sur. El terreno 
(*).-Aprovechamos estas Zineas para agradecer a 
su propietario D. JuZio Gándara Nión, Za 
autorización y facilidades dadas en Za reco 
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es trabajado con tractor y regado exclusivamente 
por las lluvias. 
Las muestras de suelo pertenecen a puntos 
arbitrarios agrupados en las zonas A y B del es-
quema de la fig. 6. Ambas zonas con textura y e~ 
tructura análogas cuya composic1on y caracterís-
ticas se detallan en el cuadro I. 
Las muestras de los productos recolecta-
dos han sido tomadas de diferentes zonas de la 
parcela por cambiar la situación del cultivo ro 
tatorio. En ocasiones, al ser sembrados granos 
de maíz tratados, muestras M-5-71, M-5-72 y M-
5-73, se ha determinado su contenido en pestici 
das a fin de establecer la posible presencia de 
algunos residuos incnrporados al suelo y/o a 
los productos recolectados. 
Los cultivos realizados durante el tiempo 
del estudio a~í como la proporción de superficie 
aproximada empleada para cada cosecha, la situa-
ción con respecto a las zonas A y B, y las aplic~ 
ciones de pesticidas que han tenido lugar, se han 
representado en la fig. 7. En cada uno de los es-
quemas se distingue la zona cultivada en blanco, 
en tanto que se ha rayado la zona de descanso. 








FIGURA ~.- Orientación de la parc0ln 
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TEXTURA, ESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA DEL 
SUELO OBJETO DE ESTUDIO 
pH (H20) -----·------------ 5,00 
pH (ClK) ------------------ 4,50 
Granulometría: 
Arcilla ------------------- 19,75% 
Limo ---------------------- 20,66% 
Ar. fina ------------------ 43,81% 
Ar. gruesa 15,88% 
Textura ------------------- A-L 
Carbono ------------------- 2,50% 
M. orgánica --------------- 4,34% 
Nitrógeno ----------------- 0,18% 
C/N ----------------------- 14,0% 
Cationes de cambio: 
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a las muestras de suelos, las hemos designado 
con la inicial de su nombre (S), seguida de la 
letra A o B, según que corresponda a una u otra 
zona de muestreo y de números correspondientes 
a la fecha de recogida, vease cuadro rr. 
En las muestras de los productos agricolas 
recolectados en la parcela a lo largo de este 
tiempo, análogamente se les asignó la letra ini 
cial de su nombre seguida de la fecha de rec6g! 
da, vease esta asignación en el cuadro II y en 
la fig. 7. 
3.3.4.- Preparación de las mUestras: 
En todos los casos ha sido necesaria una 
preparación previa de la muestra: 
Suelos: fueron sometidos a tamizaci6n con una 
abertura de 0,1 mm. de luz al objeto de separar 
piedras, hierbas, etc. 
Patatas: después de privadas de la piel fueron 
dislaceradas en una homogenizadora Hulti-bat. 
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CUAflRO 1I 
NOMENCLATURA UTILIZADA PARA i.AS '·lUloS'i'R,\S 
1
-_-_r __ -~ __ CHl\S l ___ s_uE_L,O_s ___ +_G_RE_L_n_s_-ti_R_c_·o_·_L_O \ PATny,.-~;;-r-::-~ 
1 :::::::1 '' r P-9~~, l e~.:~r~"":~ 
1 iS-10-71 1 1 M-lí!-71 ¡ /\--10-?J 
1 15-2-72 1 R-2-72 ; ! 





1 17-9--72 ! SA-9-72 SB-9-72 ,. 
1 14-10-72 Sfo-10-72 SB-10-72 l 
1 ;S-ll-72 SA-ll-72 SB-ll-/21 1 R-11-72 
1 21 12-72 j Si\-1?-72 !)B-1?-77. l 1 
1
5-J-i"J 1 SA-3-7:\ SP.-3-73 ! G-3-73 ~,-
1 2-4-73 S/1-4-73 SB-4-73 j G-4-73 
16-S-73 SA-5-73 SB-S-73 ¡ 1 
1 
1 1 117-6- 7 SA-C-73 :.B-6-73 1 
18-7-73 1 SA-7-73 ~>B-7-73 1 1 
1 1 1 1 
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110-11-73 ~ SA-11-73 SB-11-73! G-ll-i3 ! R-11-73 
1
1 21-12-73 1 Sf-.-12--73 SB-~2-73 ¡ ! ;' : 
2f.- 2-74 ! SA -?-74 SS-2-74 ~ J : 
1 
ll ____ l _____ l----+----~----\1--------~-------_j ________ ~ 
5-10-74 SA-10-74 SB-10-74 1 J R-10-71, ?-10-7-; · !H0--74 · r-:C-:4 
1
' 7-lo-¡'• SB-11-74 G-ll-7F, 1 i ¡ : , 
-~~-t,.¡~- 1 SA-4-.75 1 Sll-1•-7~ __ j ___ j _____ L_ ______ L_ _____ ; 
-En-
Maiz: se toma una muestra representativa despues 
de ser triturado en molino de percusión y pasado 
por un tamiz de 1 mm. de luz. 
Grelos y repollo: después de cortados finamente, 
fueron dislacerados al igual que las patatas. 
En todas las muestras se ha determinado la 
humedad por desecación con el objeto de elegir 
el proceso de extracción adecuado en cada caso y 
también a fín de conseguir una expresión constan-
te del resultado en materia seca (cuadro III). 
3.4.- ORGANIGRM1A del proceso analítico seguido: 
Con objeto de apreciar de forma inequívoca 
los resíduos de los más diversos pesticidas, se 
ha seguido el proceso indicado en la figura 8. 
3.5.- EXTRACCION: 
Elección de solventes y estudio de la recu-
peración. 
En esta etapa del análisis de resíduos, co-
mo es lógico, ha sido nuestro propósito emplear 
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FICUH,'·- 8 
ticidas a la vez que válido para los distintos 
tipos de muestras y en este sentido hem~s optado 
por el acetonitrilo, disolvente común en el aná-
lisis de los resíduos procedentes de las distin-
tas muestras. 
En las muestras de los productos recolect~ 
dos en la parcela se han seguido los métodos ofi 
ciales de la AOAC (1. 970) (45) para nroductos no 
grasos ya que ninguna de las muestras sobrepasa 
el 4% de grasa, y cambios en los métodos oficia-
les de la AOAC (128) para aquellos productos se-
cos o de bajo contenido en agua. El disolvente 
utilizado es el acetonitrilo o acetonitrilo-agua, 
dependiendo del contenido en agua de la muestra. 
En cuanto a los pesticida~ procedentes del 
suelo, se ha seguido en lo fundamental el mismo 
método anterior pero con la introducción de va-
riantes de acuerdo con la bibliografía ya ante-
riormente citada (51) y (54). 
El líquido orgánico procedente de esta pri-
mera fase de la extracción, se divide en dos volú 
menes iguales para someterlos a las etapas 3.5.2. 
y 3.5.3. Con el primero, se pretende hacer el 
análisis por cromatografía de gases y se contí-
núa para ello la extracción por el método oficial 
antes citado. Con el segundo se pretende determi-
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nar la actividad anticolinesterásica por no ser 
la GLC suficiente ya aue pesticidas como dipterex 
y carbaril contenidos en las pulverizaciones apli 
cadas en la parcela, objeto de este estudio, no 
son detectados. Para ello, esta segunda mitad del 
extracto, se somete a partición con cloruro de me-
tileno, selección hecha por los siguientes moti-
vos: 
1.- Es un buen disolvente para los dos grupos de 
pesticidas citados, caroamatos y fosforados 
(45), (49) y (SO) y da buenos resultados de 
recuperación en el reparto con acetonitrilo. 
2.- Disponer de un proceso más para eliminar sus 
tancias interferentes, y 
3.- El tener los resíduos disueltos en un disol-
vente mucho más volátil que el acetonitrilo, 
lo que es una ventaja para la obtención del 
resíduo seco necesario en la determinación 
de la actividad anticolinesterásica. 
Para la elección de estos métodos de extrae 
ción se ha llevado a cabo un sondeo de la recupe-
ración para todo tipo de muestras en la obtención 
del extracto de diclorometano, y la recuperación 
en la obtención del extracto etéreo, solo para 
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las muestras de suelo por estar en las demás su-
ficientemente estudiado. 
Para ello se toma la muestra preparada como 
se ha indicado, se sobrecarga con una cantidad 
de disolución patrón y después de eliminar por 
concentración a vacío el disolvente, se procede a 
su extracción siguiendo los métodos elegidos. 
Se han hecho por duplicado para cada 50 g. 
de muestra cargadas con distintas cantidades de 
pesticidas y los correspondientes ensayos en 
blanco. Las disoluciones patrón empleadas para 
los organoclorados fué: 
Lindano . . . 0,05 p.p.m . 
Heptaclor 0,05 " . 
Aldrín o' 1 " 
Dieldrín O, 1 S " .. 
Endrín O, 1 S " 
Los resultados encontrados uueden verse en 
el cuadro IV. 
Análogamente se ha efectuado un estudio de 
la recuperación mediante la técnica de la coli-
nesterasa (véase el capítulo correspondiente 3.9) 
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CUADRO fv 
3.5.1.- Maceración con acetonitrilo: 
La maceración y agitación con el ácetonitri 
lo para los distintos tipos de muestra, tiene lu 
gar de la siguiente forma: 
3.5.1 .1.- Muestras con humedad superior al 75%: 
patatas, repollo y grelos. 
100 g. de la muestra preparada como se seña 
ló anteriormente, se agitan mecánicamente con 200 
cm 3 de acetonitrilo durante dos minutos. Seguida-
mente, se filtran por algodón a una probeta de 
500 cm3 . La muestra se extrae dos veces más con 
porciones de 50 cm3 de acetonitrilo cada una, fil 
trándolas a su vez para la probeta. El extracto 
total se divide en dos partes iguales, una para GLC con la 
que se continúa como en 3.5.2., y otra para la determina-
ción de la actividad anticolinesterásica con la aue se si-
gue como en 3.5.3. 
3.5.1 .2.- Muestras con humedad inferior al 75%: 
maíz, alubias. 
50 g. de la muestra debidamente prenarada, 
se agitan con 200 cm3 de acetonitrilo con un 35% 
de agua, durante 10 minutos. Se filtra el extrae 
to para una probeta de 500 cm3 , y se extrae la 
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muestra tres veces más con porciones de SO cm3 
del acetonitrilo-agua. Reunidas todas las porcio 
nes, se divide el extracto en dos volúmenes igu~ 
les para continuar la extracción en los procesos 
3.5.2. y 3.S.3. 
3.S.1.3.- Suelos: A una muestr~ de SO g. de tie 
rra sin piedra, y conservando su humedad, se aña 
den S cm3 de agua y se mezclan bien para aue se 
humedezca uniformemente (en caso de tierras se-
cas se han añadido hasta 1S cm3 de agua). A co~ 
tinuación se agita mecánicamente con 200 cm3 de 
acetonitrilo durante dos horas. Se filtra nor 
papel Watman n° 4, a una probeta de SOO cm3. El 
suelo se humedece de nuevo con otros S cm3 de 
agua y se agita una vez mas con SO cm3 de aceta 
nitrilo durante media hora,operación oue se re-
pite otras dos veces, recogiéndose todos los fil 
tr~dos en la probeta. El volumen total se divide 
en dos porciones iguales para seguir la extrac-
ción en 3.S.2. y 3.S.3. 
.. 
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3.5.2.- Reparto en acetonitrilo-eter de petróleo: 
La mitad del extracto destinada a GLC se p~ 
sa para una ampolla en la que previamente hemos 
colocado 600 cm3 de agua bidestilada con un 2% 
de ClNa y 100 cm3 de eter de petróleo purificado. 
Se agita fuertemente durante uno o dos minutos, 
y una vez separadas las fases se retira la capa 
acuosa y se extrae dos veces más con 50 cm3 de 
eter cada una. Los liquidas etfireos se reunen y 
se lavan dos veces con 100cm3 de agua bidestila-
da cada vez. Posteriormente se desecan con sulfa 
to sódico y se concentran en el evaporador-con-
centrador tipo Kuderna-Danish, hasta un volumen 
conocido. En este volumen, que luego va a ser so 
metido a purificación con florisil, aueda repre-
sentada la mitad de la muestra. 
3.5.3.- Reparto en acetonitrilo:diclorometano: 
La mitad del extracto de acetonitrilo-agua, 
destinado a esta etapa, se pasa a una ampolla de 
separac1on de litro en la que previamente se han 
puesto 600 cm3 de agua destilada con 2% de ClNa y 
100 cm 3 de diclorometano. Se agita y se senara la 
capa inferior, extrayendo el acetonitrilo-agua, 
otras dos veces más con 60 y 20 cm3 de diclorome 
·91 ... 
tano. Los líquidos de este disolvente reunidos, 
se desecan con 10 g. de so4Na 2 anhidro y después 
de añadirles 1 cm3 de polietilenglicol al 1% en 
diclorometano, se concentran a vacío en un baño 
a 30-40°C hasta 25 cm3 . 
3.6.- PURIFICACION DEL EXTRACTO ETEREO: Procedi 
miento. 
Además de la partición a que se ha someti-
' do el extracto hasta ahora, que de por si es una 
forma de purificación del mismo, y aún cuando el 
contenido en ceras y otros coextractivos en la 
mayoría de las muestras era bajo, se han purifi-
cado todos los extractos mediante cromatografía 
en columna de Florisil (cromatografía líauido-
sólido), técnica de purificación y separación 
previa al análisis propiamente dicho mediante 
cromatografía gaseosa. 
En una primera etapa de este trabajo, si-
guiendo el método de MILLS y col. (34) oficial 
en los métodos de la AOAC (45) y (77) y . usado> 
también por la FDA (35), hemos utilizado para la 
purificación florisil activado a 180°C durante 
48 horas y conservado en desecador. Con este fl~ 
risil se rellena una columna de cromatografía de 
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20 x 400 mm. provista de placa filtrante hasta 
10 cm. de altura de florisil y 2 cm. de sulfato 
sódico en su parte superior. La columna se impreK 
na de eter de petróleo haciendo pasar a través de 
ella SO cm3 del mismo. 
A continuación, cuando el nivel de disol-
vente este próximo a la parte superior del ad-
sorbente, se vierte el extracto, concentrado a 
poco volumen, mediante una pipeta, procurando 
quede dispuesto en una delgada capa a modo de 
un disco. Se lava repetidas veces con poco vol~ 
men de líquido el tubo Kuderna donde se efectuó 
la concentración y la pipeta empleada y se pasan 
igualmente a la columna, en poco tiemno, evitan-
do que la columna quede sin líauido en su extre-
mo superior y que este volumen no constituya una 
zona ancha que perjudicaría a la resolución. 
Como eluyentes hemos utilizado; en una 1a 
fase, 200 cm3 de la mezcla eter-sulfúrico-eter 
de petróleo (6 + 94) v/v. en los aue podrá en-
contrarse lindano, heptaclor, DDD, DDE, DDT, etc. 
Al finalizar aquel volumen se pasan otros 200 
cm3 esta vez de la mezcla eter sulfúrico-eter de 
petróleo (15 + 85) v/v, que conseguirá arrastrar 
aquellos otros pesticidas más polares dieldrín, 
endrín, malatión, etc. Ambos eluatos se caneen-
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tran de nuevo, por separado, en un anarato Kude~ 
na, hasta un volumen conveniente, en general de 
1 a S cm3. 
Hacia la mitad del estudio que estamos pr~ 
sentando, hubo necesidad de adquirir nuevamente 
Florisil, y al ensayar sus características fue-
ron inadecuadas a la distribución antes aludida, 
de aquí que se efectuasen cambios en esta etapa 
de purificación,(B0ADO y col. 129) y desde este 
momento el procedimeinto seguido ha sido el sl-
guiente: activación del Florisil a 640°C, en-
friando en desecador al resguardo de la luz y 
desactivado parcialmente por adición de un 7% de 
agua destilada (según los métodos oficiales fran 
ceses) (130). La cantidad de este adsorbente em-
pleada, unos 10 g., (vease 3.6.2) secolocaenuna 
columna de 14 mm. de diámetro interior, amen del 
sulfato sódico en la cabecera, como en el proce-
dimiento de Mills. 
Como eluyentes se ha utilizado: para el pri 
mer eluato 100 cm3 de eter de petróleo (siempre 
purificado) y para la obtención del segundo elua 
to, SO cm3 de la mezcla eter sulfúrico-eter de 
petróleo (20+80) v/v. De esta manera se obtienen 
buenos resultados y economizan reactivos. 
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3.6.1.- Estudio de la recuperación: 
La comprobación de esta técnica de purifi-
cación se ha efectuado utilizando 2 cm3 de solu 
ción patrón mixta en la que se ha determinado el 
% de recuperación de cada uno de los componentes 
llevando ambos eluatos a 2 cm3. 
De la comparación de resultados encontrados 
en 10 cromatogramas de la solución patrón, obte-
nidos por inyección directa (fig. 9a) y otros 
tantos por cada eluato (Fig. 9by,-9c) trabajando 
en igualdad de condiciones (cuadros V y VI), pu~ 
de establecerse el porcentaje de recuperación. 
En el cuadro V se recogen los valores de 
áreas para cada pesticida de la solución patrón 
por inyección directa de la misma así como su 
promedio, amplitud y coeficiente de variación %. 
Análogamente, en el cuadro VI, se resumen los v~ 
lores encontrados con los concentrados del pri-
mer y segundo eluato en iguales condiciones. En-
tre estos y aquellos puede establecerse el % de 
J 
recuperación de cada pesticida comparando los 
promedios antes y después de eluídos. El prome-
dio del valor obtenido con pesticida en el elu~ 
to correspondiente (cuadro VI), dividido por el 
área media de ese mismo componente en la solu-
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FIGURA 9. · Cromatorir:1mas ohtt•niU.ns c0n l:1 c;nliJciAn patrón mixta 
ut i 1 i 'ando los clPrcctorC"s de ECD y KClTfl: 
a) Cromatogr:ti7la ~{: 1:1 solución p:tt:rón mixta 
b) Cromatogfa:na del primer elUillo 
e) Cromatograma del serundo eluato 
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AREAS EN cm2 DE LOS PICOS DE PESTICIDAS DE LA SOLUCION 
PATRON HIXTA 
HfPTA- l HEP. MALATION OIELDRIN ET!ON TRITION INYECCION _ _j:LO~PO~ID9_ 
-~~~ KClTD EC EC KClTD EC KClTO , EC r EC 
1 
-
¡o 1,65 2,29 0,68 1,26 3,03 2,17 2, 31 5,07 5,25 
20 1,67 2,24 0,68 1,24 3,01 2,10 2,27 
\ 
5,01 2,14 
30 1,58 2,18 0,64 1. 21 2,92 1,99 2,14 4,8 1,92 
40 1,63 2,21 0,69 1,34 2,92 2,10 2,38 4,9 2,18 
so 1,45 1,95 0,61 1,30 2. 75 1,98 2,21 4,58 1,97 
60 1,S6 2,13 0,66 1,35 2,81 2 2,17 4,66 2,03 
]O 1,56 2,13 0,64 1,29 2,82 1,97 2,17 4,64 1,99 
8' 1,58 2, !3 0,68 1,31 2,88 2,04 2,17 4,69 1,94 
go 1. 56 2,16 0,66 1, 37 2,90 2,02 2,14 4,67 1,94 
lOO 1,58 2,16 0,66 1,35 2,86 2,02 2,14 4, 77 2,04 
x 1 1,58 2,15 0,66 1,30 2,89 2,04 2,21 4,77 2,04 
S 
1 
0,0608 0,0900 0,0225. 0,0514 0,0867 0,064' o ,0829 o ,1677 0,1115 
1 Coeficien 
1 1 te de va:- 3,81· 4, !8 3,86 3,95 3,00 3,16 3, 75 3,51 5,46 
1 
d.olóo ; 
Amplitud 1,45- 1,95- ; o, 61- 1,21- 2,75- 1,97- 2,14- 4,58- 1,92-
1,67 2,29 0,6' 1,37 3,03 2. 17 2,38 5,07 2,25 
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presa la recuperación en tanto por ciento 
(cuadro VI). Como puede observarse la recupera-
ción encontrada es aceptable en todos los casos, 
ya que se alcanzan valores por encima del 87% y 
por debajo de 102, excluyendo el Tritión con de 
tector termoiónico aue resulta algo más bajo 
(83,2%). 
Todos estos datos permiten además realizar 
un estudio de precisión de la inyección, dado 
que cada serie obtenida tiene un coeficiente de 
variación inferior a 4 si se exceptúa el triti6n 
con detector KClTD. También pude observarse que 
cuando un componente da respuesta en dos detect~ 
res, el coeficiente de variación % es inferior 
en los resultados hallados con el detector de 
captura de electrones (vease Cuadros V y VI), lo 
que prueba la mayor estabilidad en la respuesta 
de este detector: 
3.6.2.- Normalización del florisil: 
(*) NOTA.- Este cálculo es independiente de Zas cantidS:_ 
dades inyectadas dado que se admite han sido 
Zas mismas en ambas series de valores. 
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Una vez observado que, siguiendo este rnéto 
do de purificación y separación, el % de recupe-
ración ha sido satisfactorio, se ha evaluado la 
capacidad de adsorción del florisil así activado 
utilizando el método propuesto por la, FD~- (!3~)_ __ 
basado en la adsorción ejercida por el florisil 
sobre el ácido !áurico que considerarnos intere-
sante trascribir. 
Dicho procedimiento utiliza los siguientes 
reactivos: 
- Solución de ácido !áurico al 2% (p/v) en hexano 
- Solución de fenolftaleina al 1% (p/v) en alco-
hol. 
- Solución O,OSN de hidróxido sódico. 
Procedimiento: 
En un Erlenmeyer de 50 cm3, con tapón esme-
rilado se ponen 2 g. de florisil activado al que 
se añaden 20 cm3 de la solución~e ácido !áurico 
\ 
(400 mg.). Se tapa, se agita mecánicamente duran 
te 15 minutos. Se deja sedimentar y se pipetean 
10 cm3 del sobrenadante para otro erlenmeyer de 
-100-
200 cm3. Se añaden a estos, 50 cm3 de etanol pre-
. viamente neutralizados en presenciade fenolfta-
leína, valorándose seguidamente con sosa O,OSN, 
el ácido que ha quedado sin ser adsorbido. 
Se denomina valor de ácido láurico a los 
miligramos de ácido que han sido absorbidos por 
1 g. de florisil. Calculando experimentalmente 
los mg. de ácido láurico que son neutralizados 
por 1 cm3 de la disoluci6n de sosa y llamando a 
este valor "a", el VALOR DE ACIDO LAURICO será 
igual a 200 - xa, siendo x el volumen de sosa 
gastado en valorar el ácido remanente. Los val~ 
res encontrados experimentalmente para este in~ 
dice han sido de 100 o muy pr6ximos a 100 cuan-
do la determinaci6n se hace ar•segundo día de a~ 
tivar el florisil. La determinaci6n diaria de es 
te valor, permite conocer oue el florisil puede 
permanecer con el mismo grado de actividad hasta 
quince días después de su activaci6n, si es gua~ 
dado al resguardo de la luz y humedad en un fras 
co color topacio herméticamente cerrado. 
No obstante, despues de quince días se pue-
de usar el mismo florisil aumentando la cantidad 
del mismo a poner en la columna (normalmente de 
10 g.) cantidad que establecemos según un crite-
rio semejante al seguido por la FDA (131), por 
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la siguiente fórmula: 
g. de florisil = 100 I d" ~ 1 o X 10 n 1ce ac. aur1co 
3.7.- ANALISIS CUALITATIVO DEL EXTRACTO ETEREO: 
Una vez hecha la purificación, el extracto 
es sometido al análisis ror GLC así como a diver 
sas pruebas de conf]rmación. 
3.7.1 .- Condiciones de trabajo en cromatografía 
gaseosa: . 
- Columnas: las descritas en 3.1. a base 
de DC-200 y QF-1 
- Temperatura en la estufa 
- Temperatura en el bloaue de in-
yección . . . . . . . . . . . . . ..... 320°C 
- Temperatura en el detector de ca~ 
tura de electrones ........... 210°C 
- Voltaje del detector de cantura de elec-
trones: 1 ,S v., óptima para la obtención 
de la mejor respuesta. 
- Sensibilidad de registro: 
-102-
La señalada en los cromatogramas: En General e~ 
tre 1/S- 1/10 (2,S x 1o-11 -S x 1o-11A), para 
el ECD con la que se obtiene una respuesta de 
media escala inyectando 1,S ng de heptaclor epQ 
xido, y entre 1/SO - 1/100 (2,S x 1o-10 - S . 
1o-10A), para el detector de KClTD, con la que 
se obtiene una respuesta de media escala inyec-
tando 1 ,S ng. de malati6n. En el detector de 
F.I.D. se ha trabajado siempre con igual atenua 
ci6n que en el ECD. 
- Caudal de gas portador 
Ni t.r6geno N-47: 1 20 ml/mn, en el detector ECD 
24 ml/mn, en el detector FID-
KClTD . 
Hidrógeno N-39: 24 ml/mn 
Aire: 300 ml /mn. 
- Cantidad de muestra = 2-8 ~1. 
- Velocidad de papel de registro S mm/mn. 
- Detectores: FID - ECD y KClTD. 
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3.7.2.- Detectores utilizados: 
El análisis nor cromatografía de gases ha 
sido realizado empleando tres detectores: el de 
captura de electrones (ECD), específico de sus-
tancias con electroafinidad (clorados y fosfora 
dos principalmente), sensible a cantidades del 
orden de ng o pg; el de ionización de llama 
(F.I.D.), detector de alta sensibilidad del or-
den de ~g, útil en la detección de sustancias 
orgánicas en general; y el detector termoiónico 
de cloruro potásico (KClTD) específico de sus-
tancias conteniendo fósforo o nitrógeno a las 
que puede detectar a nivel de Pg . Otros pesti 
cidas orgánicos sin fósforo o nitrógeno, no son 
detectados. 
3.7.3.- Preparación del detector termoiónico: 
Este detector se ha preparado utilizando el 
detector de llama (FID) del cromatógrafo Perkin-
Elmer F-11. 
La modificación consiste en la incorpora-
ción de una sal alcalina de forma permanente a 
la llama, en este caso se ha escogido ClK ya oue 
esta sustancia, entre las muchas propuestas 
(S04Naz ClK, S04C~, etc.) al tener como anión un 
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halógeno consigue eliminar la respuesta de este 
detector a los pesticidas clorados. 
Aquella adaptación, produce un notable in-
cremento•en la respuesta del detector altamente 
selectiva para algunos pesticidas. Esto es debi 
do a que cuando los compuestos que contienen ni 
trógeno o fósforo, arden en la atmósfera de la 
sal alcalina incandescente, producen una inten-
sa respuesta eléctrica, lo cual hace aue este 
detector sea altamente selectivo para organQÍO~ 
forados y carbamatos. 
El detector se prepara siguiendo las ins-
trucciones del AOAC (85), fundiendo el KCl sobre 
una espiral de platino aue luego se coloca con~ 
céntricamente en el mechero dei detector de ioni 
zación de llama de tal forma aue este auede ro-
deado por aquella espiral y a una distancia del 
mechero no superior a 2 mm. A mayor altura, pa-
rece reducirse la selectividad de este detector 
para los fosforados. Para su construcción hemos 
utilizado un hilo de platino de 12,4 mm. de lar-
go x 0,35 mm. de diámetro con el que se hicieron 
7 vueltas de diámetro igual al jet del detector. 
Cuatro de ellas quedan separadas unos 2 mm., de 
las otras tres oue permiten adaptar esta pieza 
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FIGURA 10.- a) Esauema del detector de KClTD. 
b) Esquema del montaje utilizado mostrando el restric-
tor que permite ~nviar al FID, 1/5 del gas efluycnte 
de la columna. 
.. 
pregnación, con ayuda de unas pinzas se introdu 
ce la espiral en una solución saturada de ClK nu 
rísimo y seguidamente se expone a la llama inco~ 
lora de un mechero Bunsen en la zona de colora~ 
ción, repitiendo varias veces la operación hasta 
obtener una impregnación uniforme y conveniente. 
Una vez puesta esta pieza en el detector de 
llama (fig. 10a) se enciende este y se deja acon 
dicionar 12 horas durante las cuales la respuesta 
no es repetitiva y la línea base presenta mucho 
ruido (oscilaciones frecuentes y rápidas). 
La magnitud de la respuesta de los compone~ 
tes fosforados está estrechamente relacionada 
con la temperatura de la llama alcalina y €sta, 
a su vez, depende de la proporci6n Hz/Nz en la 
llama, por lo que se hace necesario determinar 
estos factores de forma experimental. En este mo 
delo de cromatógrafo se ha dispuesto un divisor 
unido a un restrictor de 0,25 mm. de diámetro in 
terior que proporciona un reparto de 1/5 con ven 
taja para el ECD (fig. 10b). Esta circunstancia 
presenta la ventaja de oue la corriente de hidr6 
' 
geno nece~aria produce una succi6n en el gas 
efluente de la columna que acelera el paso de 
-los componentes con lo que la resolución de los 
picos es sensiblemente mejorada por reducirse el 
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volumen muerto en este detetor desaparecen las 
colas en los componentes (vease cromatogramas). 
Sin embargo, el flujo de hidrógeno no debe ser 
excesivamente grande, puesto QUe además de no 
permitir una línea base regular y constante, la 
sensibilidad de el KClTD se ve muy disminuida. 
Por todo ello, después de diferentes pruebas se 
ha llegado a establecer los caudales óptimos p~ 
ra este detector y modelo de cromatógrafo, en 
24 ml./min. para hidrógeno e igual cantidad de 
nitrógeno. 
3.7.4.- Comparación de la respuesta entre los 
diferentes detectores: 
Para comprobar la selectividad del detector 
de KClTD a los compuestos fosforados y clorados 
y establecer una relación entre dicho detector 
y el FID hemos ensayado con la disoluci6n patr6n 
mixta antes empleada en el estudio de la recupe~ 
ración, pero la excesiva cantidad de soluto QUe 
sería necesaria para obtener respuesta en el de-
tector de llama han hecho imposible el estudio 
de comparación de ambos detectores. Sin embargo, 
esta comparación es fácil de efectuar entre los 
detectores de captura de electrones (ECD) y el 
termoiónico (KClTD), dado Que los niveles de sen 
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sibilidad son de un orden parecido. 
En el cuadro VII y en los cromatogramas de 
la Fig. 9, se encuentran los resultados obteni-
dos con la disolución patrón. De la observación 
de los mismos puede deducirse: 1°) aue los pes-
ticidas organoclorados no dan respuesta en el 
detector termoiónico, en tanto ~ue los pestici-
das organofosforados producen resnuesta en am-
bos detectores (especificación de estos detecto-
res que serA utilizada con fines analiticos); 
2°) que el detector termoiónico es mis sensible 
a los compuestos organofosforados que el de cap-
tura de electrones, pues aunque aparecen regis-
trados como picos de casi igual área, hay que te 
ner presente la distinta atenuación de dichos re 
·~ --
gistros. Esta. e ircunstanc ia permite obtener los 
valores incluidos en el cuadro VII donde aparece 
el Area medida para cada comuonente por laatenu~ 
ción a que ha sido registrado y la cantidad de 
componente recibida en el detector. 1/5 y 4/5, 
respectivamente para el detector termoiónico y 
el de captura. Finalmente refiriendo el área de 
cada pico a la misma unidad, (ng.), se puede 
concluir que el detector termoiónico utilizado 
____ es aproximadamente, 1 00, SO y 25 veces mis sens .i 
ble que el de captura de electrones para mala-







COMPARACION DE LA SF.NSIBILIDAD EN LOS DETECTORES DE CAPTU-
RA DE ELECTRONES Y TERMOIONICO 
PESTICIDA/ ng. INYECTADOS AREA TOTAL AREA por ng. RESP RELATIVA DETECTOR rnm2 KClTD/EC 
MALA TION- KCl 1,164 19.540 16.780 
93 
-EC 4,666 841.5 180.3 
ETION-KCl 0,8 47.250 59.062 
55 
-EC 3,2 3.400 1.063 
TRITION-KCl 1,4 46.740 33.380 
24 
-EC 5,6 7.552 1.384 
--- - -- - - -- L--..-
CUADRO VII 
3.7.5.- Introducción de las muestras: 
Las muestras han sido inyectadas por media-
ción de una jeringa Hamilton de 10 ~1; la lectu-
ra del volumen inyectado se efectua para mayor 
exactitud, por diferencia entre el volumen antes 
y después de inyectar. 
La cantidad de muestra inyectada ha de en-
contrarse entre los 2 y los 8 ~1. para que el 
error de la inyección sea mínimo y además se ha 
de procurar que dicho volumen lleve una canti-
dad de pesticida cuya·respuesta en el cromatógr~ 
fo se encuentre dentro de la zona en aue la res-
puesta es lineal. 
La jeringa se lava inmediatamente despu@s 
de su uso por paso de eter a petróleo con la 
ayuda del vacío producido con una trompa de agua. 
Este lavado es conveniente hacerlo entre cada in 
yección, aunque se inyecte la misma soluci6n, 
pues de lo contrario, el volumen remanente en la 
jeringa se va concentrando obteniéndose respues-
tas cada ~ez algo superiores. Cuando por cual-
quier cau~a el émbolo se atasca hay que recurrir 
a un lavado con detergente y agua hacienda pasar 
---a continuación un volumen de acetona para dese-
car y luego eter. Si esto no fuese suficiente,un 
lavado con ácido nítrico excepcionalmente o bién 
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con una disolución acuosa de leido sulffirico y 
anhídrido crómico es de gran eficacia. (ojo, oue 
de atacarse el acero del émbolo y agujas). 
3.7.6.- Criterios de identificación y confirma-
ción: 
El extracto, en una primera etapa es inyec-
tado en el cromatógrafo provisto de la columna 
DC-200, el detector de captura de electrones 
(ECD) y uno de los otros dos detectores. 
Cuando la cromatografía es efectuada corree 
tamente y no aparecen respuestas importantes en 
los cromatogramas de los dos eluatos obtenidos 
en la columna de florisil, indica ausencia de 
pesticidas por encima de los límites de detec-
tación. No hay aue olvidar aue la presencia de 
pesticidas puede estar limitada por el método de 
extracción, preparación de eluatos y nor las con 
diciones de la GLC. 
La aparición de un pico en un cromatograma 
indica, en principio, la presencia de una sustan 
cia. La asignación a un pesticida reouiere una 
serie de confirmaciones oue se fundamentan en la 




3.7.6.1 .-Tiempo de retención relativos al al-
drin.- Una vez obtenido el cromatogr~ 
ma, el primer dato que orienta sobre su identi-
dad es el tiempo de retención (Tr) dado que es-
te valor es constante para cada columna, siem-
pre que se opere en idénticas condiciones. 
Para mayor seguridad, se calcula el tiempo 
de retención relativo al aldrín (Trr) y además 
de compararlos con los aue figuran en la biblio 
grafía (35) se comparan con los obtenidos por 
inyección de soluciones patrón de los pestici-
das sospechados en la muestra, ya aue hemos com 
probado ligeras diferencias entre estos valores 
y los relacionados en la bibliografía (vease cua 
dro VIII). 
Aun así, como puede observarse en el cuadro 
citado, los tiempos de retención de algunos pes-
ticidas son muy próximos entre sí por lo que es-
te criterio resulta insuficiente para asegurar 
la identidad de una sustancia. Para salir de du-
da en aquellos casos en que la hubiese y en todo 
momento para confirmar la sospecha con aquellos 
otros más claros es conveniente observar el com-
portamjento en las siguientes pruebas. 
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VALORE.<; "P" Y TIDIPOS DF. RFTF.NCION DE PESTICIDAS ORGANO-
CLnRADOS Y ORGASOFOSFORADOS. 
PE<;TIC l!JA ELUATO Trr (DC-200) . ;:::[ Valor "P" Trr (QF-1 (OC-200)Hexano/Etanol-90 
C<-HCH 10 0,39 0,45 -
Linda no 1 o 0,47 0,57 0,46 
\ 
HC'ptaclor 10 0,82 0,80 0,72 
~blatiún 2" 0,93 1,46 0,16 
Aldrín 1 o 1,0 1,0 0,77 
l!t•pt,1c lar- 1" 1,28 1,45 0,60 epnx ido 
pp'DDF. ¡o 1,81, 1,85 0,73 
Di,,JJrín 2" 1,87 2,22 0,59 
End r in z• 2,04 2,54 0,69 
1 op'DDT 1" 2,46 2,43 0,74 
1 
Et i0n 20 2,50 2,73 0,45 
J 
1 Tri t ion 20 2,85 3,R5 0,58 




3.7.6.2.- Empleo de la colummde florisil.- Como 
ya se ha indicado, la columna de florisil, no so 
lo es una técnica de purificación sino que al 
mismo tiempo es una técnica de separación que 
permite obtener pesticidas de Tr muy próximos en 
eluatos diferentes (cuadro VIII). De esta forma 
se puede asegurar por ejemplo que el pico con 
Trr 1,84 en DC-200, correspondiente a un cromatQ 
grama de un primer eluato, no puede ser el Diel-
drín ya que éste se eluye en el segundo (veánse 
más detalles de esta operación en 3.6). 
3.5.6.2.- Uso de distintas columnas en GLC.- De 
igual forma, los pesticidas con Tr iguales o muy 
próximos en la columna DC-200 de naturaleza ape-
lar pueden presentar en la columna QF-1/DC-200, 
de naturaleza semipolar, Tr muy distintos, o a 
la inversa como sucede en el caso de el Malatión 
y Heptaclor epóxido. 
El Dieldrín y pp'DDE además de la se 
paración con el Florisil, quedan también diferen 
ciados haciendo uso de dos columnas de diferente 
polaridad. 
Además, la determinación cuantitati-
va de cada compuesto en ambas columnas, permite 
averiguar si en una de ellas existe alguna sus-
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tancia. interferente. Como es lógico, sí en una 
de las columnas se obtiene una cantidad de pesti 
cida inferior a la calculada en la otra, dicha 
circunstancia sería explicada porque pesticida y 
sustancia interferente son cromatografiados sepa 
radamente entmas condiciones mientras que en las 
otras no. Existen sin embargo sustancias contami 
nantes interferentes, los policlorobifenilos 
(PCB) que tienen infinidad de componentes y alg~ 
nos de ellos con igual tiempo de retención al de 
muchos pesticidas, en ambas columnas. Este pro-
blema se resuelve· como luego veremos en la sec-
ción de pruebas químicas. 
3.7.6.4.- Uso de los tres detectores (FID, ECD, 
y KClTD).- La identificación de los 
componentes separados por cromatografía de gases 
puede verse ayudada por la especificación de cada 
uno de estos detectores. 
Inicialmente se inyecta la muestra 
' empleando simultáneamente los detectores de cap-
tura de electrones y el de ionización de llama 
de hidrógeno lo que permitirá observar que pres-
cindiendo del disolvente que dará señal en am-
1-bos: 
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1°.- Sí solo hay respuesta en el detector de 11~ 
ma de hidrógeno, la sustancia no tiene elec 
troafinidad y no tiene interés para este es 
tudio (ej.: Fig. 28). 
2°.- Sí hay respuesta positiva en ambos detecto-
res, es decir si aparece respuesta en los 
dos detectores con igual tiempo de reten-
ción, posiblemente no será una sustancia 
pesticida, pero habrá de confirmarse. 
3°.- Sí solo hay respuesta en el detector de ca~ 
tura de electrones, puede asegurarse la pr~ 
sencia de una sustancia con electroafinidad 
y posiblemente de un pesticida. Igualmente 
habrá de confirmarse mediante otros crite-
riGs sefialados más adelante. 
Una vez obtenida la respuesta en aquellas 
condiciones se adapta una espiral de platino, i~ 
pregnada de ClK, al 'jet" del FID (vease 3.7.3) 
y despues de estabilizada la línea base, se pro-
cede a una nueva inyección. Los cromatogramas OQ 
tenidos ahora será~ por lo que se refiere al de-
tector de captura de electrones, iguales a los 
anteriores. En tanto que los producidos por el 
detector termoiónico serán diferentes ya que al 
trabajarse a una sensibilidad al menos 100 veces 
menor, los picos antes detectados en llama pasa-
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ran desapercibidos, pudiendo asegurarse sí apa-
rece respuesta, la presencia de resíduos fosfora 
dos o carbamatos, los organoclorados, dada la p~ 
culiaridad de este detector, no dan ninguna res-
puesta (obsérvese este detalle en los cromatogr~ 
mas de la Figura 9). En caso de producirse res-
puesta positiva en el detector de KClTD, se ve-
ría refrendada por otra respuesta a igual tiempo 
de retención en el detector de captura de elec-
trones y en todo caso por una prueba positiva de 
inhibición de ia colinesterasa. En el extracto 
de diclorometano (véase 3.9) y en consecuencia 
por las técnicas de confirmación usadas para es-
tos pesticidas. 
,. 
3.7.6.5.- Valor "p".- Es un valor constante re-
lacionado con el coeficiente de reparto, ~ue es 
determinado por distribución de un soluto (el 
pesticida) entre volúmenes iguales de dos fases 
inmiscibles previamente equilibradas (es decir 
saturadas una con otra) y a temperatura definida. 
Puede darse el caso de que un componente no 
pesticida, u otro distinto del sospechado, sea 
eluído de la segunda columna con el tiempo de re 
tención esperado para este. El problema menciona 
do se sub-sana hallando el valor "p" para los pi-
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cos obtenidos en ambas columnas y en caso de co-
rrespond~al mismo pesticida, ha de dar un valor 
exactamente igual. 
Como es sabido, las cantidades de soluto 
que se distribuyen entre dos solventes no misci-
bles, es un valor constante a una determinada 
temperatura. Por la misma razón, la relación en-
tre las áreas que en GLC determinan las cantida-
des de soluto que hay en uno de los solventes an 
tes y después de agitarlo con un volumen igual y 
equilibrado de otro solvente inmiscible, es tam-
bién una constante, siempre que se opere en la zo 
na en que la respuesta es lineal. Esta razón se 
denomina en la literatura "pV" o valor "p", y 
permite la identificación de sustancias a nivel 
de nanogramo. 
Por nuestra parte, en la identificación de 
resíduos, hemos usado el sistema de solventes he-
xano-etanol 90. 
Procedimiento: 
En general se ha seguido el método propuesr 
to por la Food and Drug Administration (93). Se 
prepara una solución de diferentes pesticidas en 
hexano saturado de etanol (90%). S cm 3 de esta 
solución se agitan fuertemente durante 1' con 
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otros S cm 3 de etanol-90 previamente saturado de 
hexano y se dejan separar ambas fases. Se inyec-
tan tres veces 4 ~1 de la solución patrón obte-
niendo una altura media "a" y a continuación 
otras tres veces, 4 ~1. de la fase superior (he-
xano) obteniéndose una altura media "b" lógica-
mente inferior. La razón "b/a" da directamente 
el valor "p", veanse los resultados en el Cuadro 
VIII. 
Estos valores han sido obtenidos operando 
con soluciones patrón que contenian: 


















pp 1 -:-DDE 
op 1 -DDE 
pp 1 -DDT 












Estando por tanto dentro de los límites de 
la zona en que la respuesta del detector es fun-
ción lineal ng/área. 
Cuando esta técnica se utiliza en la identi 




1°.- Elegir el par de disolvente más adecuado; es 
decir, que si existe duda entre compuestos 
de Tr próximo ha de elegirse aquellos disol 
ventes que den un valor "p" bién diferencia-
ble. En este sentido el par hexano:etanol de 
90% (v/v) ha sido útil en la generalidad de 
los casos aun cuando a veces fué necesario 
recurrjr a otras mezclas. 
2°.- Someter el extrato de la muestra a evapora-
ción lenta para eliminar el eter de petró-
\ 
leo, ya que este disolvente resultante de 
de la cncentración de un volumen muy supe-
rior, no presenta una composición definida 
constante y por ello no sixve para obtener 
los valores "p". Una vez obtenido el resíduo 
seco de los extractos se disuelven los resí-
duos en S cm3 de hexano saturado de etanol 
90% operando de igual forma a como se ha in-
dicado con la solución patrón. 
3°.- Comprobar si el contenido en componente a in 
vestigar es tal que operando en las condicio 
nes indicadas existe una función concJárea 
lineal. De no ser así, se hace la dilución o 
concentración necesaria. 
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3.7.6.6.- Radiaciones ultravioleta.- Un método in 
tentado para la confirmación de resultados, ha 
sido la utilización -de radiaciones ultravioleta. 
Estas radiaciones provocan la desaparición de pes 
ticidas en un tiempo determinado, así como la 
transformación en otros compuestos que cromatogra 
fian con tiempos de retención diferentes. 
Debido a la presencia de'~oextractivos'',he­
mos aprovechado únicamente el tiempo de desapari-
ción, para averiguar en ocasiones la presencia de 
cualquier sustancia interferente. Para ello, si-
guiendo con alguna variante el método de KAUFMAN 
(95), se determinan en una solución patrón los 
tiempos de desaparición (cuadro IX). 
Procedimiento: 
En una célula de cuarzo de las utilizadas 
en espectrofotometría de U.V., se pone una canti-
dad de solución patrón de 0,4 cm3 , conteniendo 
cantidades de pesticida del orden de nanogramos. 
Se evapora P.l disolvente lentamente a temperatura 
ambiente sobre una de las caras transparentes de 
la célula en posición horizontal, para que el re-
síduo quede formando una fina película. Después 
se tapa y se expone a la luz ultravioleta de 254 
nm a una ~istancia de 2,5 cm. Después de la expo-
sición, se añaden o,4 cm3 de hexano y se analiza 
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IRRADIACION CON UV APLICADA A PCB's, LINDANO E ISO-
MEROS DEL DDT 
PESTICIDAS EN DISTINTAS CAN-
TIDADES Y COMPONENTES INTER- TIEMPOS DE IRRADIACION 
FERENTES DEL AROCLOR 1248 
(112 ng. en total) 
120" 240" 
0,1 ng. Lindano D D 
Pico - 1 p p 
0,25 ng. pp'DDE Desaparece -
Picos 11-12 p -
0,18 ng. op'-DDT D D 
Pico 13 D D 
0,6 ng. pp'DDT D D 
Pico 15 D desaparece 
D se degrada 
P permanece inalterado CUADRO IX 
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de nuevo mediante cromatografía de gases. 
Al aplicar estos mismo tiempos de irradia-
ción 8 una solución de aroclor 1248 (policlorobi 
fenilos, PCB's, con un 48% en cloro) de 16 ppm, 
hemos visto el comportamiento de los componentes 
coincidentes con el Lindano, pp'-DDE, op'-DDT y 
pp'-DDT (picos 1, 11-12, 13 y 15, respectivamen-
te, Fig. 11). En iguales condiciones, los compo-
netes PCB's presentaban áreas iguales o inferio-
res a las de los pesticidas coincidentes y a pe-
sar de ello, como puede verse en el cuadro, el 
pp'DDE desaparece en los 120", auedando práctica 
mente inalterados los picos 11 y 12. No sucede 
igual con los demás policlorobifenilos que se van 
degradando casi al mismo tiempo que los pestici-
das, más deprisa en el caso del pico 15 (Fig. 11) 
o algo mas despacio en el 13, o bién pesticida y 
PCB se resisten a la degradación total para tiem-
pos inferiores a los 45' (Lindano y pico 1). De 
ello se deduce que esta prueba resulta rápida y 
sencilla para la confirmación de pp'-DDE (fig. 
11), teniendo la precaución de utilizar cantida-
des del orden de los 0,25 ng para que el tiempo 
de los 120" sea válido. 
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FJ(;ll}{,\ 11.- Jrr:Hii:lci,)n ,-('Ir: tJ.\'. ~~~nante JistJnt•.,o; ti<:mpos: 
a) frnm~to~r1~a~ \lt• ~~-n~lut· 1248 
b) Crur-;lto¿!ra:-:as JC" fiPT's 
' 
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3.7.6.7.- Pruebas químicas.- Estas pruebas han 
sido utilizadas en la confirmación de las siguien 
tes sustancias: 
3.7.6.7.a.- Confirmación del pp'-DDT: Siguiendo 
la técnica del tratamiento alcalino (88), se prQ 
duce el paso de pp'-DDT a pp'-DDE. Para ello se 
evapora a sequedad una porción alícuota de mues-
tra y se añade al resíduo 1 cm3 de KOH metanóli-
ca 1N manteniéndola a 30°C durante 30 minutos. 
Se enfría, se añaden 3 cm3 de agua destilada y 
un volumen de eter de petróleo igual al tomado en 
la porción alícuota. Se agita fuertemente, se de-
'"' canta y se inyecta la capa etérea. En el cromato-
grama habrá desaparecido totalmente el pico co-
rrespondiente pp'-DDT, si esta última sustancia 
era la única causante del mismo y aparecerá incre 
mentado el pico del pp'-DDE (fig. 12). Esta prue-
ba también permite confirmar la presencia de op''DDT y Lindano. 
· 3.7.6.7.b.- Confirmación de pp'DDE: hemos aplica-
do el tratamiento con ácido crómico (89). Una par 
te alícuota del extracto etéreo de la muestra, se 
evapora a sequedad en un tubo de ensayo y el res! 
duo se trata con S cm3 de reactivo de ácido crómi 
co preparado por disolución de S g. de anhídrido 
crómico en 3 cm3 de agua destilada y adición de 60 
cm3 de áoido acético glacial. El tubo con los S 
cm3 de este reactivo se mantiene durante 10 minu 
























de pp'DDE y pp'DWf 
despu~s del tratn~iento 









tiempo se enfría el tubo y se pasa a una ampolla 
de separación que contienen 20 ml. de agua desti 
lada y 20 cm3 de eter de petróleo. Se agita, se 
dejan separar ambas capas y se retira la acuosa. 
Se lava la capa eptérea con otros 20 cm3 de agua 
• 
destilada, se recoge la etérea en un matraz·de 
100 cm3, se deshidrata con so4Na 2 anhidro y se 
concentra hasta reducir el extracto a un volumen 
igual al primitivo. Si en la muestra solo había 
pp'-DDE*a la altura de este pico, una vez hecho 
este tratamiento~no quedará ningún pico con ese 
Trr, y aparecerá otro conrrespondiente a la di-
clorobnezofenona de Trr 0,89 (fig. 13). 
3.7.6.7.c.- Confirmación del Aldrín: Aunque se 
han obtenido picos con tiempo de retención próxi 
mo a 1 en casi todas las muestras, en algunas de 
ellas por el tamaño alcanzado y por la ausencia 
de respuesta en FID no se podía admitir una pro-
cedencia natural. Por el Tr y la ausencia de respuesta 
en el dP.tector deKClTD parecía ser el Aldrín por 
lo que fué necesarja su confirmación, pues aun-
que se tratase de un caso esporádico que hacía 
pensar en una contaminación (dicho pesticida no 
lo contenían las aplicaciones), era importante 
poder descartar un coextractivo de esa importan-
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FIGURA 13.- a) Solución patrón de pp'DDI 
b) Solución pAtrón de pp'DDE dcspu6s del trat~micnto 
con ácido crómico. 












J .• ·-· •• 
¡.,; 11 '1 i' . i 1 . '' ! 
-¡:_j;·c 
¡. ! ' 
i ; . ¡ ... , 
. J' . ¡r. 
: 1 ; ¡ ; 1 ¡ ~= 
' ! .~.; .. i ~ ¡ ' ' 1 ,_, 
' . 1 
. -- .-------1 






' 1 1:; 
-- --1~ ; ¡;·· 
: --~-- j ~ 
1 ''! 
. --- ----- j' 
. ' : . 1 ~~--- ,. 
Procedimiento: 
Siguiendo el método empleado por NORF.N (90) 
se evapora una porción alícuota del extracto eté 
reo hasta 0,5-1 cm3 y el resíduo se pasa a un ma 
traz con 25 cm3 de benceno en el que se ponen a 
continuación: 2 cm3 de peróxido de hidrógeno al 
30% (p/p), 1 cm 3 de ácido acético glacial y 1 
cm3 de ácido sulfúrico concentrado. El matraz 
provisto de agitador magnético se tapa y se man-
tiene en un baño a 65° durante tres horas con 
agitación. Luego se pasa el contenido a una amp~ 
lla de separación de 125 cm3 lavando el matraz 
con pequeñas porciones de benceno. Los líauidos 
benc6nicos reunidos se lavan agitándolos con 25 
cm3 de una disolución acuosa de sulfito ácido de 
sodio al 10% (p/v). Después de separar la capa 
acuosa, se lava la bencénica con otros 25 cm3 de 
una solución saturada de carbonato sódico y lue-
go con porciones de 25 cm 3 de agua hasta aue es-
ta quede neutra. La capa bencénica se deseca con 
sulfato sódico anhidro y se concentra a vacio y 
35°C hasta obtención de una cantidad más o menos 
igual a la inicial aue a continuación se somete 
al análisis por cromatografía gaseosa. 
En caso de existir Aldrín en la muestra, el 
ácido peroxiacético a 65°C lo oxida a Dieldrín 
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do (fig. 14). 
3.7.6.7.d.- Confirmación del Dieldrín: Igualme~ 
te fué necesaria la confirmación química de uno 
de los componentes de los cromatogramas que, e~ 
porádicamente también, apareció en algunas mue~ 
tras y que por las demás pruebas parecía ser 
Dieldrín. 
Reactivo: 0,1 g. de Cl2Zn se disuelven en 
2 cm3 de clorhídrico concentrado y se diluyen 
hasta 25 cm3 con etanol absoluto. 
Procedimiento: 
Siguiendo el método empleado por WIENCKE y 
BURQUE (91), una porción alícuota del extracto 
etéreo, conteniendo aproximadamente 0,1 ~g. de 
Dieldrín, se evapora a sequedad en un tubo de 
Kuderna y se disuelve el resíduo formado en 1 
cm3 de eter de petróleo. 
Se añaden 0,5 cm 3 del reactivo y se agita 
para mezclar bien. Se coloca el tubo en un baño 
maría de tal forma que no entre agua y que el 
volumen sea reducido a no menos de 0,1 cm3 en 
un tiempo no inferior a 10 minutos. Se saca el 
tubo del baño y se enfría a temperatura ambien-
te agitando a continuación con 1 cm 3 de eter de 
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petr6leo. Luego se añaden 2 ~3 cm3 de agua, des·t,t 
lada y se agita de nuevo fuertemente durante 15 
' 
segundos. Por inyecci6n de la capa et@rea ten~ 
dremos un informe más de este componente que 
cromatografía con el Trr del Dieldrín (fig. 15). 
En caso de existir este, la ruptura del grupo 
ep6xido d~ lugar a la clorhidrina del dieldrin 
que tiene un Trr = 0,86. 
3.7.6.7.e.- Confirmaci6n de PCB's: Tambi@n se 
ha dedicado atenci6n a estos componentes tan ~m 
pliamente distribuidos en la naturaleza (132) y 
cuya presencia en el suelo, aunque de escasa ~e 
ferencia ·, se sabe tiene muy lenta desaparici6n 
debido a la escasa presi6n de vapor que alean~ 
zan en la superficie de este medio (133).* 
Además de la utilizaci6n de las radiaciones 
ultravioleta, la utilización de las pruebas ~uímicas "a" y 
'~"para confirmación de pp'-DDT y pp'-DDE permiten poner 
de manifiesto la presencia de estos compuestos que 
(*) .- Estos contaminantes están constituidos por mez~ 
clas complejas de policlorobifenilos cuyas pro-
piedades se parecen a las de los organoclorados 
relacionados con el DDT: son eluídos en el ¡er 
eluato en la columna de florisil y algunos de 
ellos tienen tiempos de retención coincidentPs 
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no sufren alteración con dichas pruebas. Su in-
vestigación ha sido necesaria no solo por la po-
sible procedencia natural sino también por la 
problemática del almacenaje en bolsas de plásti-
co, ya comentada en 3.3.2. 
3.7.6.8.- Espectrofotometria de I.R.- La espec-
trofotometría IR tan empleada en la caracteriza-
ción de sustancias orgánicas, ha resultado de po 
ca utilidad para los extractos destinados a GLC, 
ya que los residuos encontrados en ellos pocas 
veces alcanzaron la concentración de 5-10 ~g. 
que se requiere para conseguir un espectro me-
diante la técnica de microcomprimidos. Para la 
obtención de microgramos es necesaria la utiliz~ 
ción de una gran cantidad de muestra y los coex-
traetivos diversos alcanzan valores tan altos, 
que dificulten la aplicación de esta técnica. Su 
utilización sería de interés sí después de seguir 
el proceso analítico normal, hubiese una respues-
ta posit~va en el detector de llama de hidrógeno, 
y como es sabido, esto solo ocurre cuando se en-
cuentran en una cantidad del orden de microgramos. 
Aunque no hubo ocasión de utilizar esta 
técnica con el ~ropósito de identificar o confir-
mar pesticidas en los extractos de GLC, si se ha 
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utilizado para confirmar la presencia, en suelos, 
de restos de fuel-oil (vease fig. 29). 
Esta técnica que no es viable en la identi-
ficación de los residuos que se determinan por 
GLC por trabajarse en ésta con una sensibilidad 
mayor, si es de gran valor en aouellas muestras 
con resultados altamente positivos en la inhibi-
ción de la colinesterasa, dado que el nivel de 
detección es de un orden parecido en ambos méto-
dos analiticos. 
3.7.7.- Interpretación cualitativa de los croma-
togramas: 
A lo largo del análisis, empleando los cri 
terios y métodos expuestos, se han llegado a iden 
tificar la mayoria de los pi~os existentes en los 
cromatogramas. En los cuadros X, XI, XII, XIII, 
XIV y XV se expone el uso de los criterios de con 
firmación, figurando su aplicación al máximo núme 
ro de picos encontrado para cada tipo de muestra, 
aun cuando, alguno de ellos, solo se haya encon-
trado esporádicamente. 
Con la elucién sobre florisil, tiempos de 
retención en las dos columnas y uso de los tres 










































CRITERIOS DE IDE~TIFJCACION 
Resp PODRIA VALOR l'Rl1EBAS RESULTADO KClTD SER "p" 
- - - - i. 
- a-HCH - Sap .. ,nificación n-IICI! (1\0H) 
- Lindano 0,46 Saponificación Lind3no + 
(l\011) lmpt..rez.~ (eter 
- - - - C00'1•t rPctivo 
n.ltur·a1 
- Aldrin 0,77 Epo?<idaci0n A1dr1n (p.u:lci,t ico) 
Coextrac-tivo - - - - n:aturnl 
- - - - ('("'lpytractivo 
naru1·.11 
0xid.1C. (.'ic .en pp'll!lE + FCB - pp'DDE 0,73 mico y r.1J .t;v 
- op'DDT 0,74 Sa¡;nn i f i (',,e i0n op'D!lT 
(KOil) . \ - pp'DDT 0,65 ~apf'nificélriñn pp'DPT + re a (KOil) 
Cr-<·xtracti\j - - - - n;d ur:"' 1 -
i - - - - lr.;pure~a (eler1 
- - - - Ir.-:pur(4 za (E:ter1 





CRITLRIO~: DE IDENTIFICACIO:: 
~;~~e 11; PRUEBAS --RESULTADO] 
~-~L - 1 ¡ 
1 0 . SaponificaciÓI f"-!l•'l_l 1 1 . !. ) 1 ( KOH) 1 " V • 
l
. o,•f, 11 Sa~nnificaciÓII 1 
' (K<lH) Liml:n10 1 
:_-, 1 0,651! 0,6, 1 1
1 
1 Co<:-::tracti11o ~~ 















• O~id.(ic.crG-i 1 1 81 pp'DDP. _, ' pp'DDE 
1 • 
1 
1 mico)v rnJ.U'!I l 
1
1 2,48! 2,1+4 l ~~ op'DDT 0,7·~ Saponifícaci0nl oo'r:DT l 
1 
(K':~~ .- 1 1 
1 'i,15~~ 3,0_4-+~---~ ~~ pp'DDT 
1
0,bS S~p~~~~~cact~n.~ pp'DDTHCB 1 
t-- 1 r- ----¡--t----t-------J 
~ 1 O,IH 
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0,611 + 1 - 1 - ¡l- ' lmpHrezo(cter) 1 
l,08I0,85 1 ~~- - Ji¡Im¡n•rczaieter)l 
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G R E L O S 
CRITERIOS DE IDENTIFICACION 
Trr 1 Trr 
l 
Resp Resp PODRIA VALOR PRUEBAS llESULTAnO 
OF /nC jDC-200 FID KClTD SER 11ptl 
¡0,21 0,18 + - - - - ¿ 
0,45 0,39 - - a-IICH - Saponificac iá-, a-liCH (KOH) 
o. -~ 0,47 - - Lindano 0,46 Saponif. -KOH Linda11o 
0,65 
1 
0,65 - - - - - Coextractivo natur"l 
1 
0,99 0,8') 4 - - - - Co(,Xtr~ctivo natura] 
1,32 1,09 - - - - - Coextra..:tivo i natural 
Oxidadón (á c. 1 
1,85 1,82 - - pp'DDE O, 73! pp'DDE + PC13 1 crémico) y uv 1 
2,48 2,45 -
1 
- op'DDT o, 741 Sap0nif.-K01! 
1 
op'DDT 1 
],15 3,03 - 1 - pp'DDT 0,65 Saponif .-KOH 1 P:''DDT + PCD 1 o.•~rr~~-r---~-~·eza-(m~ 
,,,:1 : - - 1 - 1 - i '"'"'""'""'! 
2,99 - _ _ 1 _ 
1 
_ 1 C<:-extr,.ct~vo ¡ 






P A T A T A S 
CRITERIOS DE IDE:JTIFICACION 
Trr Trr Resp Pesp PODRIA VALOR PRUEBAS RESULTADO 
QF/DC nc-zoc FID KClTD SER "p" 
-
0,20 0,15 + - - - - Coextractivo 
1 
natural 
0,45 O, :Hl + - a-HCH - Saponificaciór Ct-HCII (KOH) 
0,56 
1 
0,47 - - Linda no 0,46 Saponif.-KOH Linnano 
\,87 1 1,82 - - pp'DDE o, 73 
1 
Oxidación eró pp'DDE + PCB 
mica y rad.llV 
2,48 2' ,~_) - - op'DDT 0,74 Saponif. -KOII op'DDT 
3,15 1 3,03 - - pp'DDT 0,65 Saponif.-KOH lpp'DDT 
i ------
O,il2 
1 0,&2 lnpureza(eter) 
1 
- - - - -
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.--T-r-r-.--T-r-r.......--R~-sp- r;:; ---;~~-R--I-A--,!~,...V-A._L_OR-...--P-~~~~~- --::~~~:D~-1 
QF /DC DC-2lJO FID KClTD SER "p" 
1
1 0,21 0,18 + - - - - 1 ¿1 
S T ., i 
O, 45 O, 38 + - a-HCH - apom. · 1 cae wn¡ a-HCH 





4 _ _ _ _ _ ! Coe}:tra
1
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0,73 mica y rad.UV pp'DDE + PCB 11, 
0,74 Saponif.-KOH l'p'DDT 
1,85 1,83 - - pp 1DDE 
1,02 0,87 + - -
l '65 l ,29 
- - op'DDT 2,48 2,44 
\ 
,3,15 3,:~ - - pp'DDT 0,65 Saponif.-KOH i yp'DDT l 
~! 0,8'\"'63 i, + -
1
1 - - - ! lmp•n·ez.a(e~"'·) 1 
5 1 ' 1 ~~ Jl,lO 0,85 ¡ + - J - l - - , Jmpu;-eza{etf'l") ~ 
, ___ J ___ _l. __ _j ____ _ L __ _j__ ----~-· __ ]_ -~ ... -·-- _._J 
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M A I Z 
CRITERIOS llE IDENTIFICACION 
Trr 1 Tr~ l R¿sp 1 Rcspl 
~F íllC' I'JC-ll''• FID KClTDI 
3,15 3,03-¡ -1- 1 
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L l---+---'r----+--(K-OH-) -t----~ 
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de deducir que algunos picos no son pesticidas y 
que otros es bastante probable que lo ~ean. En 
estos últimos se determina su valor "p" e inclu-
so es necesario recurrir a las pruebas de confir 
mación en los siguientes casos: 
- En algunos casos se detectó Aldrín o Dieldrín 
y por la extrañeza de su procedencia, dichas 
muestras fueron sometidas a los tratamientos ya 
descritos para su confirmación (fig. 14 y 15). 
- En todas las muestras se ha hecho el tratamien 
to alcalino y oxidación crómica, pruebas con las 
que permanecen inalterables los PCB y son profu~ 
damente modificados los pesticidas. 
Mediante el tratamiento alcalino (Fig. 12), 
hemos llegado a la conclusión de que en algunas 
muestras de suelo, repollo y grelos, existe PCB 
coincidente con el pp'DDT (figs. 22b; 23 b y 24b) 
mientras que en las de patata, alubia y maiz 
(fig. 25b; 26b y 27b) carecian de este PCB. No 
obstante, en las muestras que lo contenian nunca 
llegó a ser un tercio del totaJ y fué descontado 
en el valor atribuído al pesticida. 
Mediante el tratamiento con el ácido crómi-
co (Fig. 13), hemos comprobado que a excepción 
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muestras contenían PCB's coincidente con el pp'-
DDE aunque en cantidades que no sobrepasaban tampo-
co 1/3 del pico total (Fig. 22c; 24c; 25c; 26c). 
- En algunas muestras de suelo se presentaron res 
puestas en el detector de llama de hidrógeno sin 
correspondencia en el detector de captura de elec 
trenes (fig. 28). La natvraleza de la sustancia 
productora de estos picos que parecian por sus 
tiempos de retención corrPsponder a la serie homó 
loga de hidror.arhuros (el log. del Tr esta en fun 
ción lineal con el no de átomos de carbón) fué con 
firmada por comparación con un cromatograma de fuel-oil 
(Fig. 30). 
A la vista de 1 os dates de los cuadros citados, ve-
mos que entre los picos no identificados como pesticidas 
hay unos que se repiten en todos y que podemos considerar, 
como se ha comprobado posteriormente, procedentes de reac-
tivos. 
Entre los que no se repiten, observando todos los 
cromatogramas de un mismo tipo de muestra, hemos constata-
do que algunos picos de los no identificados con pestici-
das Pran también repetibles, además de los procedentes de 
reactivos. A esto les hemos denominado coextractivos natu-
rales ya que los hemos encontrado en todas las muestras. 
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y comprobados a ntes de su uso y solo el eter de petróleo 
ha resultado dificil de purificar, para el nivel de sensi_ 
bilidad requerido. Debido a esto, con el objeto de saber 
que picos de las muestras podían proceder del eter de pe-
tróleo, hemo~ concentrado 200 ml. del mismo a 1 ml. y es-
te se ha sometido al proceso de purificación sobre flori-
sil, inyectando posteriormente los do~ eluatos en amhas 
columnas gas-cromatográficas con la obtención de los si-
guientes datos: 
DC-200 QF 1/DC-200 
(Tr) (Tr) 
1 o E 0,47 0,56 
2° E 0,62; 0,85 0,82; 1 ' 1 o 
1 
En casi todos los cromatogramas de todos 
los tipos de muestras se hallan presentes cada 
uno de estos picos. Sin embargo ni su presP-ncia 
ni su proporción son constantes como tampoco lo 
son cuando se trata de pruebas en blanco lo que 
hace nensar en la diferente composición del eter 
de petróleo. 
Estas interferencias han sido confirmadas 
por sus tiempos de retención en dos columnas y 
por su valor "p". 
Estas impurezas desaparecen al ser someti-
-160-
das a la KOH metanólica, por lo aue se aconseja 
efectuar la purificación del eter de petróleo, . 
mediante saponificación previa a la destilación. 
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3.8.- ANALISIS CUANTITATIVO DEL EXTRACTO ETEREO: 
De los diferentes métodos citados para el 
análisis cuantitativo de resíduos por GLC, da-
dos los niveles de detección no todos tie-
nen utilidad práctica y casi exclusivamente pu~ 
de emplearse el método directo de la relación 
concentración/respuesta del detector. 
Como es lógico, es imprescindible contro-
lar perfectamente las diferentes condiciones 
que puedan afectar la exactitud de la medida 
por lo que es necesario considerar las siguien-
tes circunstancias: 
3.8.1 .- Influencia del volumen inyectado: 
La más elemental de estas condiciones es 
sin lugar a duda la forma de efectuar la inyec-
ción aue puede dar lug~r a grandes errores. Di-
cha operación se consigue hacer correctamente 
después de cierta experiencia y como indicába-
mos en otro lado, empleando a ser posible cant! 
dades próximas a la mitad de la carga de la je-
ringa utilizada o a lo sumo entre 2 y 8 ~litros. 
Cuando después de 10 inyecciones repetidas, el 
coeficiente de variación por cien es inferior 
-162-
al 5%, podran iniciarse las determinaciones. 
3.8.2.- Zona de respue~ta lineal del detector: 
Otro aspecto ineludible de las determina-
ciones cuantitativas (en general en cualquier 
técnica analítica), es la comprobación de la 
proporcionalidad lineal entre la concentración 
de un determinado soluto en el detector y su 
correspondiente respuesta. Esta característica, 
en el caso del detector de captura de electro~ 
nes es una zona muy limitada dentro del reduci-
do campo de trabajo de la corriente de fondo 
del mismo. 
Para el estudio de la proporcionalidad es 
conveniente construir las rectas de calibrado 
así como buscar su ecuación y coeficiente de e~ 
rrelación lineal "r". En el cuadro XVI pueden 
verse 1 as rectas encontradas para lindano y 
DDT. 
Siempre que la respuesta obtenida para la 
muestra caiga dentro de la zona lineal puede de 
terminarse la concentración a partir de la ec~a 
ción de las rectas de calibrado. En ocasiones, 
la respuesta es superior o inferior y ent0nces 
-163-
VALORES E'ICONTRADOS PARA LA CURVA DE CALIBRADO DE LINU.'\. 
\0 Y pp' DOT EN LAS CO~DICTOSFS DE TRABAJO USUALES. 
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1 --1 , pp' DDT 1 
-~-NA-N-'O~R-A-'-l~l.-E-A-~-cl-n2-)-~ 
o 12- - 0,08 1 
1 0,24 1 , 4 7 
Lli':DANO 
ALTURA (cm) 
,¡, 1 8 
i o, 1 5, 11 0,3b 2,45 
o' 1 5 7, 1 o o, 41 2,92 
0,2 9,25 0,48 3, zr, 
CUAll:ltl XVI 
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es necesaria la comparaci6n directa con un área 
lo más pr6xima posible, ocasionada por una can-
tidad conocida de pesticida patr6n. 
Por otra parte, incluso en pruebas de 
identificaci6n como se ha indicado en la deter-
minaci6n del valor "p" es completamente necesa-
rio trabajar en esta zona de proporcionabilidad 
lineal para la obtenci6n de valores correctos. 
3.8.3.- Otros factores: temperatura, envejeci-
~iento de la columna, etc ... 
Igualmente se hace necesario para la de-
terminaci6n cuantitativ~ el mantenimiento ex-
tricto de temperaturas en el bloque de inyec-
ci6n, columna y detector asi como el caudal de 
gas portador. 
No obstante, el inevitable envejecimiento 
de la columna y la posible variaci6n de respue~ 
ta en el detector de captura de electrones, 
obliga a inyectar entre las inyecciones de las 
muestras, algfin valor de la recta de calibrado 
para comprobar si las condicones de trabajo no 
han variado. En caso contrario, es necesario la 
construcci6n de nuevas rectas. Hay que puntu~l! 
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zar a este respecto-que el detector no es muy 
variable en respuestas y que cuando se mantiene 
encendido día y noche los valores de calibrado 
pueden permanecer constantes durante semanas. 
3.3.4.- Interferencias: 
También debemos señalar que la interpret~ 
ción cuantitativa de los cromatogramas, para e~ 
da pesticida detectado, puede ser problemática, 
pues ya hemos indicado lo complicado que resul-
ta efectuar una confirmación en algunos de ellos 
dado que se pueden encontrar interferencias coin 
cidentes (PCB, etc.) lo cual obliga a observar 
la muestra después de someterla a la saponifica-
ción y a la prueba del ácido crómico y estable-
cer la concentración parlas diferencias encon-
tradas. 
3.8.5.- Límites de detección: absolutos y en las 
muestras: 
La respuesta de los diferentes detectores 
se halla condicionada por varios factores, de-
pendientes unos de las condiciones de trabajo y 
otros de la cantidad de muestra empleada, volu-
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men a que es concentrado el extracto, cantidad 
inyectada, divisor utilizado en el cromatógra-
fo, etc. por lo que parece lógico señalar, de 
un lado, la mínima cantidad detectable en el 
cromatógrafo y, de otro, el valor más bajo de 
apreciación con relación a la cantidad de mues-
tra empleada. 
En cuanto al primero de aquellos límites, 
debemos indicar que el detector de ionización 
de llama de hidrógeno no es posible utilizarlo 
en la detección de estos residuos y tan solo ha 
sido manejado al objeto de facilitar la inter-
pretación de los cromatogramas. Además (vease 
3.7.2) se necesitarían microgramos de un determin~ 
do pesticida para obtener respuesta en este de-
tector, lo cual no es alcanzable a nivel de re-
siduos, y aunque lo fuera, al utilizarlo simul~ 
táneamente con el detector de captura de elec-
trones, este Gltimo sería sobresaturado por la~ 
go tiempo,perdiendo toda su esta6ilidad y vali-
dez. Así pues solo tiene interés el limite al-
canzado con los otros detectores. 
Con el de captura de electrones se logra 
poner de manifiesto 0,009 pg de lindano, en tan 
toque para el DDT, este valor es diez veces 
más alto. Los pesticidas fosforados ensayados, 
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se logran detectar por encima de 0,5 ng para 
Malatión y de 0,15 ng para Etión y Tritión (Cua-
dro XVII). 
Con el detector termoiónico, los límites 
todavía son mucho más variables con las sustan 
cias detectadas. Así el malatión se logra de-
tectar con una cantidad 100 veces inferior a la 
requerida para el detector anterior, en tanto 
que el Etión y Tritión necesitan cantidades 50 
y 25 veces inferjores a las de aquel detector 
(Cuadro VII ). 
Con aquellos límites pueden alcanzarse en 
las muestras los niveles de detección para el 
Lindano y DDT recogidos en el Cuadro XVII. Tam-
bién aparecen los límites que se encontraran p~ 
;a algunos fosforados empleados en la solución 
patrón, por lo que puede señalarse que estas 
sustancias no existen por encima de esos limi-
tes. 
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3.9.- MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTICOLINESTERASI-
CA DEL EXTRACTO ETEREO: 
3.9.1.- Fundamento: 
La medida de la actividad anticolinesterá 
sica, se basa en determinar la inhibición par-
cial de la actividad colinesterásica de una de-
terminada fuente de enzima, por pesticidas org~ 
nofosforados y/o carbamatos. 
De los diferentes métodos propuestos en 
la literatura, se ha escogido el de valoración 
a pH constante, de suficiente precisión (134), 
y sensibilidad como se comprobará más adelante. 
3.9.2.- Valoración potenciométrica de la activi-
dad anticolinesterásica: 
Como es sabido, la colinesterasa actúa so-
bre la acetilcolina liberando ácido acético que 
provoca una caída en el valor pH. Esta variación 
recogida por los electrodos, origina un impulso 
que motiva un vertido de sosa con igual veloci-
dad que la de caída de pH, anulando por tanto 
su variación. De este modo, el registro de la . 
adición de sosa frente al tiempo, proporciona 
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una gráfica (Fig. 31) ~ue permite medir la acti 
vidad enzimática y expresarla en micromoles por 
centímetro cúbico de plasma y minuto. 
La medida de la actividad anticolinesterá 
sica, vendrá dada por la disminución de la acti 
vidad enzimática de la fuente de enzima, produ-
cida por el problema en condiciones determina-
das. 
Es pues necesario en esta medida, efec-
tuar dos determinaciones de la actividad coli-
neste~ásica: una, la del ensayo en blanco, es 
decir, la debida a la fuente de enzima; y otra, 
la de esta misma fuente enzimática, pero en pr~ 
sencia del inhibidor (problema). 
3.9.3.- Procedimiehto: 
Se dispone en una vasija termostatizada a 
38°C análoga a la del montaje (Fig. 31) la mi-
tad del extracto de diclorometano (que repres~~ 
ta 1/4 de la muestra original) y se evapora el 
disolvente con ayuda de una corriente de nitró-
geno. Se vierte a continuación 1 cm3 de plasma 
y 22 cm 3 de agua destilada, manteniéndolos en 
agitación contínua durante diez minutos y elimi 
nando el co 2 del aire con corriente de nitróge-
no. Al cabo de este tiempo se añade 1 cm3 de la 
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FIGURA 31.- Potenciómetro y vasija termostatizada 
-172-
disolución de cloruro sódico al 21,6% y se ajus 
ta el pH si fuese necesario a 7,40 por adición 
de sosa o clorhídrico. A continuación se añade 
1 cm 3 de la disolución de acetilcolina 0,25 M y 
se registra automáticamente el proceso de valo-
ración, de tal forma que el pH se mantenga en 
7,40 + 0,02. 
Las condiciones del aparato de valoración 
han sido las siguientes~ 
POTENCIOMETRO: ta = 38°C 




pH-mVx100 = en posición -1 
dE/dVol = determinada experimen 
talmente observando -
que no hay variación 
en el pH superior a 
.:_ 0,02 
~E = determinada experimental-
mente en cada caso. 
Bureta de 1 cm 3 
Velocidad de bureta = máxima 
Velocidad del papel de registro 
= 2 mm./min. 
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3.9.4.- Cálculos: 
Teniendo en cuenta que el vertido de 1 
cm 3 de hidróxido sódico 0,1N tiene un recorrido 
en el papel de registro de 20 cm. en el sentido 
horizontal (20 cm. = 100 ~moles), cada cm. de 
abscisas (Fig. 31) se corresponderá con un ver-
tido de S ~moles. Para un valor de ordenadas e~ 
rrespondiente a S minutos de registro (10 mm. 
del papel en el sentido vertical), la abscisa 
da directamente la actividad en ~moles/cm 3 /min. 
Para mayor exactitud en la medida, se pueden t~ 
mar dos centímetros en ordenadas y dividir por 
dos el valor encontrado en abscisas que igual-
mente dará la actividad colinesterásica en aque 
llas dimensiones. 
La gráfica que se obtiene en la valoración 
se aproxima generalmente a una recta pero no si-
gue exactamente la función lineal. Con el objeto 
de obtener una actividad que sea la media de la 
habida a lo largo de la valoración, se dibuja 
una recta que se aproxime lo más posible a la 
curva de valoración (Fig. 32). 
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en donde Ao es la actividad enzimática del plas-
ma en el ensayo en blanco y A1, es la actividad 
encontrada frente a un determinado problema. 
3.9.5.- Límites de detección: absolutos v rela-,
tivos a las muestras: 
Mediante el procedimiento anteriormente 
descrito se han obtenido los límites de detec-
ción para el Dipterex y Sevín, así como para 
otros pesticidas, de la forma siguiente: 
Una vez comprobada la precisión del méto-
do efectuando 10 medidas de la actividad normal 
de la fuente de enzima, plasma de caballo, se 
dispone 1 cm 3 de plasma frente a cantidades os-
tensibles de pesticida (ufios 20 ~g), y siempre 
que se produzca inhibición, se repite la expe-
riencia bajando la cantidad de pesticida hasta . 
obtener una actividad que se corresponda con un 
10% de inhibición, valor que hemos fijado como 
límite de detección (Cuadro XVIII). 
Dado que para el Sevín y Dipterex, como 
puede verse más adelante (Cuadros XIX y XX), se 
han obtenido las ecuaciones de las rectas, estos 
valores límites pueden calcularse más exactamen-
















--------------------- 2,2 ---------------- o 
~ 22 \Jg ------------- o, 3 ---------------- 86 
+ 12 " ------------- 0,6 ---------------- 72 
+ 5 ------------- 1, 3 ---------------- ~1 
+ 4 ------------- 1 ,4 ---------------- 37 
+ 3 ------------- 1 ,6 -----·--------- - 21 
+ 2 ------------- 1,8 ---------------- 19 
+ ------------- 2,0 ---------------- 9 
Plasma --------------------- 4,3 ---------------- O 
+ 20 \Jg ------------- 3,36 ---------------- 22 
+ 15 ------------- 3,57 ---------------- 17 
+ 10 ------------- 3, 75 ---------------- 12,7 
+ 8 ------------- 3,85 ---------------- 10,4 
i- 6 ------------- 4,05 ---------------- J ,8 
Plasn;a --------------------- 2,2 ---------------- o 
+ 20 ]Jg ------------- 0,0 ---------------- 100 
+ 10 ------------- 0,4 ---------------- 82 
+ 5 ------------ 0,6 ---------------- 72 
+ 2 ------------- 1,0 ---------------- 55 
+ ···------------ 1 '8 ---------------- 19 
+ 0,5" ----~~-------- 2,0 ---------------- 9 
Pla~mA --------------------- 5,9 ---------------- O 
+ 30 vg ------------- 2,38 ---------------- 59,6 
+ 15 ------------- 3,95 -------------·--- 33,0 
+ 10 ------------- 4,8 ----------------- 18,6, 
+ 5 ------------- 4,9 ----------------- 17,0 
+ 2 ----------- 5,42 -------··-------- 8,1 
C\lADRO XVIII 
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RECUPF~ACIOI'I DEL SEVIN EN EL PRN:ESO OE EXTRACCION Y OBE:<e¡¡:r¡ OFL EXTi<JlCT\: D:' 
O ICLORm·1ETJ\i'lO 
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i-i i 10--t' 1,00 76 -¡y= 0,9991:! 96,19 26,21 
1 .0: • 1 
1 ,. +15 1,17 iii¡J¡ _____ j 
fd,l 86,55 14,49 
~ Í i5 ¡1,17 6'>,8 
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Cli·\:J?.G X IX 
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RECUPERACION DEL DIPTEREX 
% RECUP. % 1 DE EX 
MUES- CONC. LOG. Ug 
% I ECUACION RECTA PARA 10U~ TRACTO;~ TRAS <ug) DIPT'ERFX C12CH¡ 
<. S 0,7 41,4 
o Y • 19,8S + 42,52 X 
&l 10 1,0 8S,1 87,36 19,85 
;::> !S 1,17 55,1 r ., 0,4527 "' 
lO 1,0 69,0 . o 
Y • 2S,20 + 43,42 X ~~ 
,..:l 15 1,17 75,4 89,21 25,20 o "· r • G,9940 ¡,:¡ 20 1,30 82,2 0:: 
5 0,7 56,04 
y - 23,71 + '•6,06 X "' o .... 10 1,0 77,21 94,63 23,71 ¡,.¡ 
0:: 
20 1,30 83,9 r • 0,9997 t.!> 
"' S 0,7 74,7· .-,: y E 70,64 + 6,11 !;; 1 X !;; lO" 1,0 77,4 
1 
12,55 70,64 
""' 15 1,17 77,4 T • 0,9339 
Ul 
5 0,7 37,8 < 
y - 21,71 + 26,07 ..... X "' 5 lO 1,0 53,78 53,56 21,71 <· 15 1,17 48,4 r z 0,7632 
--
5 0,7 32,42 
y - 29,48 + 4,07 X N ..... 
iJ 10 1,0 33,33 8,36 29,48 
15 1,17 )1\,4 r = 0,9790 
1 
t . 2 0,30 P.,l 
~ 
10 1,0 18,6 
~ 15 1,17 33 Y~- 16,14 + 48,67 X 1>1 
¡... 1 ""' 30 1,t, 7 59,6 r e 0,9460 ..... Cl 
45 1,6S 67,4 




5,5 ~g. para Sevín y Dipterex respectivamente. 
En relación con las muestras, los límites 
de detección, teniendo en cuenta que en general 
se usa para esta determjnación la cuarta parte 
del peso inicialmente extraído, seran: para SE-
VIN y DTPTEREX de 0,12 y 0,44 ppm respectivamen 
te en las muestras con poca humedad: suelos, al~ 
bias y maiz; y de 0,06 ppm de sevín y 0,22 ppm 
de dipterex en grelos, repollo y patatas. 
Observaciones: 
Las cantidades empleadas en estas determina-
ciones, y porcentajes de inhibición encontrados, 
permiten establecer curvas de calibrado fácilmen 
te convertibles en rectas sí se hace la represen 
tación semilogarítmica (fig. 33 a y b). 
Para bajas concentraciones de inhibidor, 
existe una relación lineal entre estas y el po~ 
centaje de inhibición. 
También se ha podido observar que el % de 
inhibición obtenido para cantidades determinadas 





FIGURA 33.- Scvin 
"'.L,64.1 X • 1.2 
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3.9.6.- Recuperación de DIPTEREX y SEVIN: 
Como se ha indicado en otro lugar, los 
pesticidas aplicados a la parcela a lo largo del 
estudio han sido: Lindano, Sevín y Dipterex. Es-
tos dos últimos no son termostables y por ello 
no se pueden determinar directamente mediante 
cromatografía de gases de multirresíduos, al me-
nos en las condiciones habituales de 200°C en la 
columna, de ahí que se haya montado este procedi 
miento enzimático. En esta técnica, al igual que 
en la de GLC, es necesario conocer la recupera-
ción que puede lograrse, por lo que las diferen-
tes muestras se han cargado con cantidades de 
Dipterex y Sevín parecidas a las necesarias para 
establecer los límites de detección. Los resulta 
dos encontrados para Sevín y Dipterex en las di-
ferentes muestras, que figuran en los cuadros 
XIX y XX y las representaciones gráficas de la 
figura 34 a y b, ponen de manifiesto lo siguien-
te: 
a) Algunas muestras al ser cargadas con pestici-
das inhibidores producen al ser valoradas 
unas gráficas experimentales bastante curvas, 
por lo que el cálculo de actividad no puede 
hacerse de la forma explicada en 3.9.4. En e~ 
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b 
tividad colinesterásica considerando dos puntos 
definidos de dicha curva: el punto a los s minu 
tos de valoración y el punto alcanzado a los 45 
minutos. Esta forma de proceder parece lógica y 
sería la empleada de no disponerse de registra-
dor. 
b) Las muestras sobrecargadas presentan mayor 
inhibición aue el pesticida directamente, lo 
que hace pensar en una inhibición por parte 
de la muestra en sí. La necesidad de conocer 
esta, obliga a practicar al menos tres sobre~ 
cargas por muestra ~ue permitan la construc-
ción de la recta y obtención de la ordenada 
en el origen así como de su pendiente. 
e) En las rectas obtenidas· para Sevín en las di~ 
ferentes muestras, se puede observar un cier-
to paralelismo (pendientes muy parecidas) y 
sin embargo todas ellas cortan a la recta ob-
tenida con el pesticida solo, por lo que se 
estima que la recuperación no es total. 
Con la pendiente de estas rectas y la obteni-
da en el caso del pesticida solo, se puede 
calcular el porcentaje de recuperaci6n por la 
siguiente fórmula: 
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% Rec = lOO.b 
B 
en donde "b" es la pendiente de la recta obteni 
da con la muestra, y "B", la pendiente de la 
recta obtenida con los dat0s del pesticida so~ 
lo. Este porcentaje viene a ser la recuperaci&n 
que se obtendria practicando una sola sobrecar~ 
ga de 10 ~g. (ya que la pendiente es el valor 
de la inhibición debida a 10 ~g. de pesticida}, 
El cálculo de recuperación a partir de un solo 
dato podria hacerse conociendo la ordenada en 
el origen, es decir inhibición por parte de la 
muestra, pero aún asi, en este caso concreto, es 
mejor tener en ruenta una recuperación media por 
lo que, la consideración de la pendiente de la 
recta es una forma representativa. 
El estudio de recuperación hechc r~ra es~ 
tos dos pesticidas, pone de manifiesto el buen 
comportamiento del Sevin sometido a todo el pro-
ceso de extracción y análisis descritos, y los 
resultados por el contrario arbitrarios obteni-
dos para el dipterex con recuperaciones que van 
del 8 al 90%. Esto nos llevó a realizar estudios 
de estabilidad para ambos pesticidas. 
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3.9.7.- Estudio de la estabilidad del SEV~ 
DTPTEREX: 
Con este objeto se montaron experiencias 
para ambos, a temperatura ambiente y expuestas 
al aire y valorándose la actividad de dos canti-
dades distintas de cad~ uno de ellos, despues de 
diferentes tiempos de permanencia en las mismas 
condiciones. 
Los valores encontrados están recogidos 
en los cuadros XXI a y b. La observación de es-
tos resultados permite con~luir que el dipterex 
al cabo de tres días deja de presentar actiui-
dad inhibidora, en tanto que el Sevín solo pre-
senta una pérdida de actividad del 8% en el trans 
curso de un mes. 
Comprobadas las soluciones standardr se 
ha podido ver que la solución de 20 ppm de Sevín 
en acetona tuvo una pérdida de actividad del 20% 
en tres meses (compárese, fig. 33 1-- V ~L! A) • La 
solución de 20 ppm de dipterex en diclorometano, 
mantiene su actividad a lo largo de este tiempo 
por ln que parece que la variación de compor-
tamiento con las muestras sea deb5do: 
1°.- A lqs distintos tiempos necesarios para lo~ 
grar la concentración de los extractos, du-
-lü6-
ClJ,\DRO XXI 
a) 2m.~!_ (PERDIDA DE ACTIVIDAD) 
~ 1 lJg. Horas % I 
32 8 44.35 
24 23 8 24 39,14 
4 ·.~ 23 8 52 40,11 
~8 21. 3 8 78 t.:>, 9 
97 22,6 8 120 )!, 
120 20,9 8 192 44,4 
4 312 :?6,2 8 2'•4 40,1 
e 312 40,9 
8 648 1H,7 
Líncn dP tend<.:ncia: 
~f),94 - 0,039 X y -41, 7i - 0,0045 X 
r - -rJ' :, ·~ 
T --0,25 
b) DIEJEREX (P[RDJDA !lE AC'!'IVIDAD) 
.,.,. !ft'f20::: ':-; I ¡.g. He. ras ., r 
10 l • 5 JJ, 33 1 7. 5 2,.5 37,3 
lO 'l, 5 2!..,85 17,5 3,5 50 
JO 14,0 3f), 98 17,5 9,5 36.4 
11 . 14,5 17,5 1 S ,O 1.9,3 
10 21 lú, 1 17,5 22 74,0 
lO 30 8,97 17,5 3(1 6,41 
lO 31 7,36 17,5 31 9,58 
10 45 7,17 17,5 45 23 
:o 51 12,46 17.5 53 l,R5 
JO 72 4. 76 17,5 71 2,66 
1(1 74 o 17,5 72 4,7 
17,5 74 o 
J.]nea de ten¿encia: 1 í:nea d.o tendencia: 
y . 26,'o0 - 0,35 X y = 42,40 - 0,63 X 
=-0,7G r = -0.84 
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rante los cuales se rozan las condiciones 
mantenidas en el estudio de estabilidad, y 
2°.- a la permanencia a los siguientes pH distin 
tos para cada muestra 
Suelo = 6,9 
Repollo 4,0 
Grelos = 4,0 
Patata = 4,2 
Alubia = 4,9 
l\1a í z = S , 1 
El pH, corno se ha podidoprobar (137), es un 
factor de gran influencia en su estabilidad. 
a pH ácido en medio acuoso la ruptura de la mo1é 
cula dipterex, puede ser en (a) 6 (a) dando en 
el primer caso el dirnetil fosfato y en el segun-
do dernetiltriclorfon, ambos compuestos caren-
tes de actividad. 
A pH = 7 ó ligeramente alcalino se forma 
-188-
DDVP algo más activo que el dipterex, pero de 
vida media también corta en medio acuoso, trans-
formándose en el dimetil fosfato. 
Por ello el dipterex parcialmente inacti 
vado en los pH ácidos de las muestras no dá tam 
poco resultados satisfactorios en su valoración 
pues su vida media en las condiciones de traba-
jo (38' para el dipterex y 28' para el DDVP en 
soluciones de 100 ~g./ml. a 37,5°C y en suero) 
es también corta en relación con el tiempo de 
50' que dura una valoración completa. Aún cu8n-
do nuestras concentraciones eran muy inferiores 
a la de 100 ~g./ml., por lo cual pudiese ser que 
a estos niveles la vida media fuese algo mayor y 
la valoración pudiese lograrse, no ha sido así. 
En resumen, este procedimiento permite co 
nocer la presencia de sustancias inhibidoras en 
el extracto, siempre y cuando, esta no se degr~ 
den en el proceso analítico o de extracción lo 
cual es necesario comprobar. 
Su aplicación al análisis cualitativo de-
pende de sí es conocida o no la naturaleza del 
inhibidor. En un estudio como este en que se co-
nocen los pesticidas aplicados, es más fácil la 
interpre~ación de los resultados; no obstante, 
en general se hace necesaria la cromatografía en 
-189-
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capa fina en la que además de identificarse los 
pesticidas que han presentado inhibición puedan 
detectarse metabolitos o productos de degradación 
de aquellos otros que se han alterado 
3.10.- CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA: 
Aquellas muestras que presentaron activi 
dad anticolinesterásica, se analizan con esta 
técnica. 
La cromatografía en capa fina es desde 
sus orígenes aplicada a resíduos de pesticidas 
fosforados y carbamatos por separado. Sin embar 
go, en la problemática que veníamos estudiando, 
interesa la determinación conjunta de ambos gru-
pos y ello nos ha llevado a ensayar diferentes 
líquidos de desarrollo, adsorbentes, y métodos 
de visualización, hasta conseguir una detección 
simultánea y una sensibilidad próxima a la del 
método enzimático. 
Principalmente se ha tratado de la deter-
minación de Sevín y Dipterex, con la máxima sen-
sibilidad. 
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3 .1/). 1.- Procedimiento y resultados obtenidos ·con 
las solucion~s patrón: 
Después de repetidas pruebas, en las que 
se han utilizado Sevin y Dipterex, hemos llegado 
a obtener unas condiciones aceptables de separa-
ción y sensibilidad usando: 
-adsorbente: óxido de aluminio con indicador de 
fluorescencia a 254 nm. 
-líquido de desarrollo: cloroformo:n-hexano:acetona 
(1:1:1). 
-reactivos de vi sua 1 i zación: monoetanolamina, nitrato 
de plata en medio nítrico y observación a la 
luz ultravioleta. 
Las placas, ya preparadas (cromatofolios) 
y almacenadas al resguardo de la luz y en deseca-
dor, se han utilizado sin activación previa. 
Con las soluciones patrón de Sevín y Dip-
terex, se han hecho los depósitos de cantidades 
crecientes, utilizando pipetas automáticas y se-
parándolos entre sí y del borde de la placa unos 
dos centímetros. Después de eliminar el disolven-
te de aquellas manchas, se introduce la placa en 
la cubeta de cromatografía, preparada una hora a~ 
tes para que la atmósfera se halle saturada con 
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el vapor del eluyente, y se deja desarrollar 
unos 10 cm. 
Para la visualización de los pesticidas, 
una vez seca la placa, se pulveriza con monoet~ 
nolamina y se calienta a 110°C durante 20 minu-
tos al cabo de los cuales, se pueden observar 
las manchas amarillas del Sevín con Rf = 0,78, 
si este se encuentra en cantidad superior a los 
3 ~g; si la cantidad es inferior, pero está por 
encima del límite de sensibilidad conseguido 
(0,05 ~g), las manchas pueden verse por fluore~ 
cencia en la lámpara ultravioleta de 254 nm. A 
continuación, se pulveriza la placa con una diso 
lución 0,1 molar de nitrato de plata y ácido ní 
trico (d = 1,4) en proporción 10:1, y se expone 
a la lámpara ultravioleta de 360 nm. a una dis-
tancia de dos centímetros durante tres o cuatro 
minutos, apareciendo en color negro con un Rf = 
0,24, las manchas correspondientes al dilox sie~ 
pre que se encuentre en cantidad superior al lí-
mite de sensibilidad de 0,1 ~g. 
3 .10. 2.- Aplicación del método a las distintas 
muestras: 
Al aplicar el método anteriormente descri 
to, a las distintas muestras, se presentan los 
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siguientes problemas: 
1°.- Ya que el limite de sensibilidad alcanzado 
en el método enzimático es de 1 ,S )Jg. para 
el Sevin y 5,5 )Jg. para el Dipterex, lo 
que se corresponde, al evaporar completa-
mente los extractos (equivalentes a 12,5 y 
25 g. según se trate de extractos de mues-
tra con cierta proporción de agua o no), 
con limites de sensibilidad en estas de 
0,12 y 0,06 ppm en el primer pesticida y 
0,44, 0,22 ppm para el segundo, según las 
muestras,es necesario ver en este método a 
que volumen conviene concentrar los extrac-
tos para alcanzar limites de detección igu~ 
les o mejores. 
Aunque los límites absolutos son más ba-
jos en esta técnica, tiene la desventaja de 
no poder emplear la totalidad de la muestra, 
por lo que se hace necesario evaporar los 
extractos hasta o,4' ml. y utilizar depósitos 
de 10 l-11, se lograrian los siguientes lími-
tes teóricos de detección: 
SEVIN 
DIPTEREX 




Extractos ( 12,5 g.) 
O,Hi ppm 
0,32 11 
límites más o menos de igual orden a los ob 
tenidos en el método enzimático. 
Sin embargo, extractos de muestras 
que no habían presentado actividad enzimá-
tica y concentrados hasta 0,1 cm3 y carga-
dos cnn las correspondjentes cantidades 
(2 ~g. de Sevín y 4 ~g. de Dipterex) no 
dan una clara respuesta como se podría es-
perar teóricamente. Es necesaria una conce~ 
t ración hasta 0,2 cm3 para que extractos 
en esas mismas condiciones, presenten buena 
visualización de los pesticidas añadidos. 
Los límites absolutos reales pasan a ser do 
bles a los obtenidos con solución patrón es 
decir 0,1 ~g. para Sevín y 0,2 ~g. para el 
Dipterex. Como la concentración también es 
doble los límites rel~tivos son los dichos 
anteriormente. 
2°.- Dado que las muestras contienen Lindano y 
DDT es necesario saber si estos uesticidas 
pueden interferir con el Sevín o Dipterex 
para lo cu~l se han hecho pruebas utilizan-
do las cantidades máximas en aue estos pestici-
das pueden encontrarse en los 0,2 cm~ del 
extracto concentrado. Estas cantidades 1~g. 
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para el DDT y 0,22 wg. para el Undano sJ-
guiendo el método revelador descrito, dieron 
después de pulverizar con el nitrato de pla-
ta y exponer a la luz ultravioleta, manchas 
de Rf 0,84 y 0,81 respectivamente. No inter-
fiere por tanto con el Sevín por su distinta 
visualización y Rf ni con el Dipterex por t~ 
ner este un Rf muy diferente a estos valores. 
3°.- Al hacer la cromatografía de los extractos, 
hay que tener en cuenta que estos llevan el 
polietilenglicol añadido en la concentración 
a vacío. Como este permanece en los depósi-
tos aún después de evaporarse el resto del 
disolvente, actúa como un eluyente más en 
el desarrollo alterando los Rf. Hecho ~ue 
se ha comprobado adicionando polioxientilen-
glicol 400 a los depósitos hechos con soluciones p~ 
patrón. 
Teniendo en cuenta que un depósito de 10 wl. 
de muestra puede llevar hasta 0,25 mg. de 
POE, se han efectuado ensayos con cantidades 
de 0,5 mg. con el objeto de ver la máxima al 
teración de Rf. Los resuJtados obtenidos 
(fig. 35) fueron los siguientes: 
' 
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FIGURA 35.- Influencia del PUF ~obre los Rf 
(de Izquierda a dercch•) 
a.- P0E + ll,S ug. Diptcrcx; 0,2 ~~. 
Diptcrcx: PO[ + l 1:g. D1pt~rcx. 
h.- 0,1 \..lg. Scvl1:: l'0F +- C,1 -;Jg. Seo 
vin; POE + 0,05 ~~- S0vin. 
c.- POF. + ~ \..lg. LindnPo; POE + 2 ug. 












El LINDANO de Rf 0,81, con POE puede llegar a 0,78 
El DDT 11 Rf 0,84 11 11 11 11 11 0,80 
El SEVIN 11 Rf 0,78 11 11 11 11 11 0,73 
El DIPTEREX 11 Rf 0,24 11 11 11 11 11 0,31 
En el Dipterex, se ha podido comprobar aue 
con distintas cantidades de POE, aueda siempre 
a la cabeza de la cola formada por este y que 
puede verse azulada a la luz de Wood después de 
pulverizada la placa con monoetanolamina y man-
tenida a 110°C durante 20 minutos. 
Una vez constatado que ambos pesticidas, 
Sevín y Dipterex, pueden ser detectados por cro-
matografía en capa fina con igual sensibilidad 
que en el método enzimático, y a pesar de la pr~ 
sencia del polietilenglicol 400 así como del Lin 
dano y DDT, se han examinado las distjntas mues-
tras, cargadas con estos pesticidas. 
En el Cuadro XXII se exponen los Rf de 
las distintas manchas que dieron las muestras 




COMPORTAMIENTO DE LAS DISTINTAS MUESTRAS EN CAPA 
FINA 
LUZ DE 
MONOETANOLAMINA - 110°/20 1 
MUESTRA WOOD LUZ 
LUZ NATURAL WOOD 
N03Ag - uv 
ALUBIAS - - 0,71 0,80 = oscura 
Fig. 36a 
MAIZ O, 71 0,50 = amarilla 
0,71 
1 Fig. 36d 0,5 
REPOLLO 0,57 =amarilla 0,46 = oscura 0,57 o, 71 
Fig. 36c 0,81 =verde 0,30 = clara 
GRELOS 0,57 




0,71 O, 48 =amarilla o, 71 0,79 = oscura 
Fig. 36e 0,48 0,66 
SUELO 0,79 0,79 
0,71 O, 48 = amarilla 0271 0,79 = oscura 
Fig. 36f 0,48 0,48 
1 
1 
(Los Rf subrallados son los que resultaron ser debidos a 
DDT ·- Lindano y Sevin) 
CUADRO XXII 
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El Rf del dipterex no aparece en el cua-
dro por variar éste con la cantidad de plietile~ 
glicol que no resulta siempre la misma como pue-
de notarse en la Fig. 36. En el suelo, patata y 
maíz es más difícil de ver que en repollo, gre-
los y alubias pues en aquellas muestras los colo 
rantes quedan en la zona del polietilengJicol, . 
mientras que en alubias aparece poco colorante, 
y en Grelos y Repollo, una parte de los pigmen-
tos se desplaza a la zona superior, auedando el 
resto en el depósito. 
También puede observarse en el cuadro oue 
aparece la mancha de Rf = 0,79 - 0,80 debida a la 
mezcla de Lindano-DDT contenidos en las muestras. 
Esta mancha no aparece sin embargo en el maíz, 
con menor proporción de estos pesticidas, ni en 
repollo y grelos, en los aue queda oculta por los 
colorantes que se desplazan hacia esta zona. 
En las muestras sin cargar no se ha detec 
tado Dipterex. En cambio, si se ha comprobado la 
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3.11 .-RESULTADOS Y DISCUSION: 
E~ este capitulo se expondran primero 
los resultados mediante cromatografia en fase 
de vapor en los extractos etéreos y a continua-
ción, los valores obtenidos 9 mediante el proce-
dimiento enzimático, en los extractos de diclo-
rometano. 
3.11.1.- Resultados en los extractos etereos: 
Los resultados hallados en cromatografia 
gas-líquido para las diferentes muestras, expr~ 
sados en materia fresca y en ppm (mg./Kg.), se 
encuentran agrupados en los cuadros XXIII, XXIV 
y XXV correspondiendo respectivamente a las 
muestras de suelos en zona A y B y a los produ~ 
tos agrícolas recolectados a lo largo del estu-
dio. 
A la vista de los resultados encontrados 
para el Lindano puede observarse que prescindien 
do de tres datos de la zona A, el resto podrían 
pertenecer a una misma población para ambas zo-
nas. 
Aquellos valores excepcionales se han en-
contrado coincidiendo con las fechas de aplica-
-20~-
CUADRO XXIII 
R!'~l'LTADOS DE II~D.\:\0 Y DDT EN ~IATI'RIA !!U~IEDA Ilf: SIJHO "A" 
(mg./Kg.) 
··-··-·------------r---
- ' ·.· '' ',,1 pp'DDE 
~------- ----J 
op'DDT 1 oo'DDT / COTE 
• 1 tota 1 -+---· ~---· 
i 
..:··r 1 · 1 1 L!',,'DAN. O 1 
r---~-- -~---~--r-----·--í------+-----+----
: 1 
<'-?-72 1 0,00)0 
~;_-2-72 1 O,or¡z3 
:.:.-1-72 






















O.t)01fJ O,OOJ7 0.0110 
1 
U,Oc51 
O,•J107 0,0029 0,0150 
1 
o.(! :!f~(j 
0,0116 0,0015 n,oi '1r, 
' 
o' ()~'87 
0,01)2/· O,OO'i1 0,011~ 0,'11% 
0,0026 O,OOB o ,0117 U,'il"/6 
0,0021 0,0070 O,I.J i.Jt) o,n-:77 
0,0040 O,OOl6 0,011.'; 0,fl211 
0,0017 0,0035 O,OL~S o.o~oo 
0,0019 0,0021 0,0066 O.l11i:f. 
o,oo·¡s 0,0010 0,0101 o ,lilf·~ 
0,0011 0,0072 








0,0037 0,0025 0,01•18 U,íJ1it1 ¡ 
:::;:;;: 1 :::::: ::::;: l :·::;: i :::::::t:::::; i 
·--·-i -------+--- ----~ SA-10-7-\ 0,0015 ¡ O,C017 0,0012 1 O,OOó~ 0,011;· ¡ 
~~\~t.--~~ _ _.1 ___ o~~~-J~·~o2o o,0014 1 o,on62 1 o:o_1_1_7__j 
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CUADRO XXIV 
RESULTADOS DE LINDANO Y DDT DJ ~!ATI'RIA HID!ED,\ DE !'UfiO "B'' 
(m¡:./Kg.) 
SUF.l.U -¡---- 1 -------l 
ZONA "R' _ _¡' __ L_IN_D_A_N_O-+--PP_'_D_D_E -l-o_P_'_D_D_T_~_P_P_'_D_DT j l:JTE 1 
-S-0--?.--7-2- 0,0023 0,0082 0,0014 0,0086 -~ n,Ol~: --~ 
i 1 SB-3-72 0,0025 0,0085 0,0011 G,OOB6 0,0152 





l SB-11-72 1 
! 55-12-72 ¡ 











O,OOJ4 0,0()20 0,0034 
O,l'025 0,0115 
0,0033 o,oo¿1 
0,0034 0,0027 0,0048 
0,0~32 0,0026 O,OU6!o 
C,OC21 0,0023 0,0035 
o,rilJI8 0,00.18 N.D. 
0,0035 O,Oül8 O,ü028 
0,0020 0,0010 0,0009 
0,0020 0,0028 0,0008 
0,0026 0,0009 0,0103 
0,0023 0,0019 0,0041 




0,0015 1 0,0035 0,0030 
'·~~'·"''' 0,0043 














i O.Ol3f, 1 
1 ¡ 
1 O,U090 ¡ 

























,o~~¡ 1 1 
--.1 
'<ró 1.'J.T'[I(J3 DE Ll\DA:;o, DDT y PCB' s E:<i ~IATERIA f!U)!EDAD Df' 
rRODUCTOS RfCOLECTADOS (mp./Kg.) 
F -- ESTRA ! S!'CA o • pp 
_! 
op'-DDT pp'-DDT DDT-Total¡ PCB's 1..,. - /MATERL\ILI~DA:-;o¡j '-DDE 
¡ ,,_ 2- 1 2 8, s 3 _.__o_,-oo_s_o-1-l-o-. o_o_6_J--1-o-.-o-o_s_1-+-o-.-o-1-5 -7 -1--o-. -oJo 1 
¡l--3-71 9,01 0,0027 1 0,0002 
O,O<l36 
0,0018 























9.20 0,0067 1 N.D 0,0027 
1 
l 0,00·~1 1 0,0002 
1




8,40 1 0,0050 / N.D 





i 0,0017 25,S9 1 0,0004 
1 '·""' 
0,0015 










1 '·:::' 1 
87,91 o,onso 
8], h9 0,0014 0,0051 
0,0018 86,85 0,0042 
0,0006 83,92 0,0070 
89,50 0,0J90 
1





































0,0120 : 0,0164 1 N.O 
0,0252 0,018R N.O 
0,-078 0,0204 N.O 
0,0010 0,0267 
0,0122 i N.O 
0,0016 N.D 1 












ción de los insecticidas a la parcela en la lu-
cha contra el escarabajo de la patata (Fig. 7, 
5-72 y 6-73). 
Ambos incrementos tienen lugar en la zo-
na "A" y aunque las pulverizaciones con Peprol-
80, (6-73), no señalan el Lindano en su composi 
ción, mas tarde pudimos comprobar la presencia 
de trazas de este pesticida en dicha fórmula. 
El hecho de no elevarse la concentración de es-
te pesticida en la zona "B" sería explicado por 
no haber coincidido el cultivo de patata en la 
zona de toma de muestras (Fig. 7) y en conse-
cuencia no se había pulverizado dicha zona. 
Por si aquellas variaciones fuesen ocasio-
nadas por el diferente contenido en agua de las 
muestras, se han calculado los valores en materia 
seca y en ~g/Kg. para que resulte más fácil su 
comparación (cuadros XXVI, XXVII y XXVIII). 
También, del examen de estos nuevos datos 
se pueden observar variaciones análog~s para el 
Lindano en la zona A (Fig. 37). Las líneas de 
tendencia de estos valores (Fig. 37, ecuaciones) 
muestran la evolución con el tiempo y permiten 
observar más claramente, una pequeñísima tenden-
cia a disminuir en ambas zonas (pendiente negati 
va). Ya que aquellas elevaciones decaen brusca-
-205-


































































































































24,681 :-l.ll 1 
22,25 l N.D 1 
13,75 1 N.ll i 
24,78 1,5'• 
7,52 2,55 
,\!\PLITUD 2,1-11,211,51-15,61,49-8,37 8,46-22,2 n:>ll-39, 1-10,2 
'----·----
SA-10-74 72,3 2,07 2,35 1,65 12,3 16,30 1,00 
SA-4-75 73,8 2,64 2,71 1,89 8,4 13,00 N.M 
CUAD~O XXVI 
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17.9 l 1, J(j; 
1q,2J 7,7.J, 
!. 
11,97 i ~-!) 1 
11,25 1 5.3~ 
i 
'.0,50 ¡ ;;.D 
29,7G 1 :\.:. 
SB-ll-73L;72,97 1,64 3,28 4,79 18,(>3 26,721 : .. ·.-.. l-¡
1 •• B-12-73 RO,OO 1,87 2,87 1 4,00 11,25 18,12 -• 
SB-2-74 77,9 1,92 4,49 3,85 
1 
14,!2 22,1.6 i ~-:J 1 
-+--3-.-~--8 --+--4 -. 7-0--l--4-, -7 0- i 14-.-9-6-+-,-22-,-[l-~-¡ l. 7 ~ 
f.--------+-- 1 - 1 .,...-----, 
s 0,92 3,29 3,83 1 6,:J_7 j 9,12 j z.;rj 
-~----!-- --i 
ANP!.ITIJD 1, 64-4. 7~ 1 14 ll. O l 014 0!6 '5 '70 '1 ')C'> .J, 3' .: ' - u¡ ' - '~ '' -" ''¡' ,-r•·.•··~·· ~ 
I-S-B--1-0---7-4r--7-R-,O-t;+-2-,-0-~-j---1-,-9-2--+--5-,5-l·-¡ 22,05 29.45 1 '-:.!' 1 
Sll-q-75 75,20 2,óS 1,99 2,92 4,65 9,56 
CUADRO XXVII 
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RESULTADOS DE LINDANO, DDT y PCB's EN MATERIA SECA DE PROnUC-
TOS RECOLECTADOS 
(w~. 1 Kg. l 
' i 1 ..... -~. .... ,."1"\ ··~l •• f.L\ 1 Ll':DANO '-"DE '-DD~ ·'-' ~ - r,_ 1 S f:C:A 1 .~ PP Li op "" 
~~~~::! 
1>'--73 j 
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ClJAiJKO XXVI l J 
. 10 
:1 
---• zona "A" 
• ··-···-············-. z011a ·a· 
FIGURA 37.- Lindano en materia seca de :;uclos A y B (;.g./K¡:) 
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camente, las lineas de tendencia se obtuvieron 
prescindiendo de aquellos valores elevados 
Por otro lado, estos resultados, incluí-
dos aquellos más destacados son muy bajos y no 
solo en el suelo, sino también en los productos 
recolectados e incluso en los que directamente 
fueron aplicadas las formulaciones. Compárese 
los valores encontrados para estos productos 
(Cuadros XXV y XXVIII) con los admitidos como 
tolerables por el comité mixto de la FAO/OMS 
e 24): para hortalizas 3 ppm en materia del 
mercado y en cereales crudos 0,5 ppm. 
De forma análoga, los resultados encontr~ 
dos para los residuos de isómeros del DDT, se 
han representado gráficamente (Fig. 38 y 39). 
Hay que pensar que si el DDT no fué incor 
parado al terreno en esos años, las gráficas de 
sus isómeros sufrirían variaciones simultáneas 
con tendencia a la pérdida de concentración, que 
dependerían de diversos factores climáticos, de-
gradación, volatilización, etc .... Estas varia-
ciones simultáneas no habría que esperar fuesen 
paralelas para los distintos isómeros ya que res 
penden en distinta medida a estos factores. 
Los valores de concentración de un mes, 
-210-
¡-· 
1972 11173 1974 
----• OOT --total 
• - ---·-·-·- -·-• ~P'ODT 
·---· PP'ODE 
• ----------- ........ OP'OOT 
FIGURA 38-- Ts6~~ros del DDT en materia seca d~ suelo A (ug./K~.) 
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----• t>DT- total 
·-·-·-·---·-· pp·oor 
• ------. J'-;l'()•~tl 
................. • UP'OOT 
-?12-
----------~------------------------
pueden llegar a invertirse en el siguiente sin 
otro cambio por ejemplo aue un labore9 del te-
rreno. Actualmente es conocida la distribución 
vertical de este pesticida (138 ); hasta unos S 
cm. de profundidad es mayor la proporción de 
pp'DDE que la de op'DDT, valores que se invier-
ten entre los 15 y 25 cm. La misma inversión 
cabría esperar si consideramos la tendencia del 
DDT a transformarse en último término en el isó 
mero pp'DDE. 
Cuando el incremento de DDT total, se ve 
acompañado de una subida de los isómeros op'DDT 
y pp'DDT pero no de pp'DDE, hay que pensar que 
este incremento será debido a una nueva incorpo 
ración de DDT técnico al terreno, ya que este 
producto contiene una mayor proporción de aque-
llos isómeros. 
Cuando el incremento que tiene lugar es 
en igual medida para pp'DDE, op'DDT y pp'DDT hay 
que pensar que por circunstancias no conocidas 
hay un aumento de DDT en esa zona pero de proce-
dencia interna es decir, del mismo terreno. 
En la zona A (Fig. 38) a penas si hay va-
riaciones bruscas. Sin embargo, la del 9-72 par~ 
ce indicar que hubo un aporte externo ya que el 
pp'DDE permanece constante. 
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En la zona "B" se aprecian dos variacio-
nes bruscas: las del 6-72 y las del 7-73, ambas 
coincidiendo con las pulverizaciones, si bien en 
esta zona no fueron aplicadas. (Fig. 39) 
Sin embargo, el hecho de aue el gran in-
cremento del pp'DDT no fuese seguido de un incr~ 
mento paralelo de los otros dos isómeros, pare-
cía indicar una procedencia externa. 
Todas estas variaciones que indican una 
procedencia externa, que por otro lado solo pue-
de ser debida a las simientes empleadas o a las 
formulaciones aplicadas, nos llevaron a un aná-
lisis de estas muestras. 
Debido a que las épocas de laboreo se vie 
ron acompañadas en casi todos los casos de incre 
mentes en los pesticidas, se pensó si el maíz 
sembrado inmediatamente después, podría ser el 
causante de estos incrementos, cosa bastante fac 
tible por haberse utilizado maíz tratado. 
Consultando a las casas productoras del 
maíz sembrado, Pioner 381 y Pioner 383, conte-
nían además de una materia colorante para evi-
tar su uso en alimentación animal y humana, un 
fungicid~, el Ortocide o Captan, como pudo ser 
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FIGUR.A. 40.- a) Extracto ctfrco de r.:ai: senh~aJo I'iuncr 381 













a detectarse en el maiz recolectado (Fig. 21), 
al menos en las condiciones de trabajo seguidas, 
lo cual es bastante lógico por otra parte ya que 
en el maíz tratado, siguiendo nuestro procedi-
miento en el que no se utiliza un disolvente muy 
favorable para este pesticida, solo se estiman 
unas 0,12S ppm. Estos maíces sembrados, no pre-
sentan DDT y Lindano en niveles importantes 
(cuadro XXV) que explicasen aquellos cambios. 
Las demás simientes empleadas, no tenían 
tratamiento alguno. 
El análisis de las formulaciones aplica-
das, ZZ-reforzado, ZZ-S y Peprol-80, que según 
la referencia del envase contenían: Lindano al 
11% y Sevín al SS% el primero; Sevín al SOó el 
segundo y Dipterex al 80% el tercero, fueron 
analizadas obteniéndose con cada una los croma-
togramas de las figuras 41, 42 y 43, en los cu~ 
les, sobre todo en los dos últimos aparecen pi-
cos con Trr correspondientes al op'DDT y pp'DDT. 
El ZZ-reforzado, por su alto contenido en Lind~ 
no que incluso es detectado en FID deja entrever 
los isómeros del DDT en el cromatograma con ECD. 
En las otras dos formulaciones, los valores "p" 
obtenidos para hexano-etanol 90% (v/v) han 
sido 0,7S para el de Trr más bajo y de 
0,6S para el otro, coincidentes con los hallados 
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para patrones de op'DDT y pp'DDT respectivamen-
te. Además, sometidos a las pruebas químicas h~ 
bituales, a~bos componentes se transforman en 
los isómeros op'DDE y pp'DDE (Fig. 42b y 43b), 
en la de saponificación; así como en la prueba 
de ácido crómico, se logra la transformación del 
pp'DDE en la benzofenona de Trr 0,86 (Fig. 42c y 
43c)·. 
El contenido de DDT en estas formulacio-
nes resultó ser de un 0,2% en el Peprol-80 y de 
un 0,02% en el ZZ-S,por ello su presencia no ha 
podido confirmarse empleando otros métodos de 
análisis propios de formulaciones como la espec 
trofotometría IR o la GLC con detector de ioni-
zación de llama de hidrógeno muy apropiados pa-
ra mayores concentraciones de pesticida. 
El Lindano también ha sido.detectado en 
el Peprol-80 a pesar de no figurar en su compo-
sición, si bien su cantidad puede ser estimada 
como máximo en un 0;004%. 
A pesar de lo señalado, puede observarse: 
1°.- Que en las Fig. 38 y 39 (ecuaciones) las li 
neas·de tendencia de todos los isómeros del 
DDT muestran pendiente negativa en la zona 
"A". En la zona "B", los incrementos brus-
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cos ocasionan una ligera pendiente positi-
va en los is6meros op'DDT y pp'DnT, siendo 
encambio negativa la del pp'DDE al cual 
tienden a degradarse, así como la del DDT-total 
2°.- Que comparando las dos series de 18 valo-
res obtenidas para cada pesticida corres-
pondientes a la zona "A" y "B", resultaron 
pertenecer a una misma poblaci6n por prese~ 
tar la "t", valores inferiores al correspon 
diente para 34 grados de libertad con un -
95% de probabilidades. Esto se cumple incl~ 
so para aouelJns. casos mencionados de valo 
res elevados de lindano en una de las zonas. 
En el muestreo de las cosechas que se hizo 
a lo largo del estudio, las cantidades de DDT en-
contradas, al igual que las de Lindano, no se 
acercan a los límites establecidos por la FAO/OMS 
en 1. 970 (última fecha de .utilizaci6n autoriza 
da de este insecticida), como tolerables=7 ppm; 
Comparando las muestras entre sí, (Cuadro 
XXV), puede notarse que las patatas no tienen más 
resíduos que las otras muestras, así c~mo los gra 
nos de maíz y alubias cultivados simultáneamente 
con aquellas, no presentan más resíduos que repo-
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llo y grelos, lo cual hace pensar oue dichos re-
síduos sean procedentes del suelo, y no tengan 
influencia las pulverizaciones utilizadas. 
En cuanto a la comparación de estos result~ 
dos con los obtenidos en suelo (cuadros XXIII, 
XXIV y XXV), se observa que el Lindano y DDT se 
encuentran en magnitudes del mismo orden para tQ 
das las muestras excepto en la de patata en que 
el DDT total f,¡§ siempre inferior. 
Los valores de PCB's encontrados tanto en 
suelo como en cosechas han sido muy bajos y en 
el suelo, al igual que los pesticidas, dieron una 
distribución análoga en ambas zonas "A" y "B". 
La presencia de hidrocarburos solo ha sido 
detectada en algunas muestras de tierra y nunca 
en los alimentos de ella recogidos. 
3. 11 . 2.- Resultados en los extractos de diclorometano.-
Como hemos indicado, en el.método analítico 
basado en el poder inhibidor de la colinesterasa, 
ante la falta de especificidad estamos obligados 
a expresar el resultado en unidades Sevín por la 
imposibilidad de conocer con dicha técnica los p~ 
sibles inhibidores . . 
Los resultados obtenidos en el último lote 
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de productos recolectados ya han sido evaluados 
al estudiar la recuperación del Sevín (Cuadro 
XIX) pues como de él se deduce, las diferentes 
ecuaciones calculadas permiten conocer el valor 
en la ordenada, es decir el % de inhibición de 
los extractos de las diferentes muestras sin adi 
ción de pesticida. Dichos valores, llevados a la 
recta obtenida para el Sevín, permiten estable-
cer un índice de resíduos inhibidores de la coli 
nesterasa expresados en "unidades sevín" (Cuadro 
XXIX). Estas unidades, son ocasionadas por la 
inhibición que pueda producir distintos componen 
tes de la muestra por sus peculiaridades y a la 
inhibición debida a los resíduos de pesticida de 
la muestra. Como puede ~bservarse en el caso del 
maíz~esta inhibición es negativa lo cual quiere 
decir que la actividad colinesterásica del plas-
ma con la muestra es mayor que la del plasma so-
lo. 
Analizadas estas mismas muestras por croma 
· to~rafía en capa fina, resultaron contener sevín 
únicamente las ~e suelo, y ninguna de ellas con-
tenía Dipterex. De aquí que las "unidades Sevín" 
del cuadro XXIX pueda decirse que son debidas úni 
camente a la muestra (a excepción de las correspon 
dientes a suelo), y que habría ·aue restárselas a 
las obtenidas con esos mismos productos en otras 
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-----------------------~-
RESULTADOS EN LOS EXTRACTOS DE DICLOROMETANO 
LOGARITMO DE UN! UNIDADES UNIDADES MUESTRAS ORDENADA DADES SEVIN OBTE SEVIN SEVIN 
NIDAS CON LA EN mg, /Kg 
ec: X= Y_+06 
.)~ 
SB-11-7~ 24,77 0,49 3, 1 0,248 
G-11-74 11,7 0,24 1,7 0,068 
M-10-74 -1,28 0,013 -1,03 -0,082 
A-10-74 14,49 0,29 1,9 o, 159 
P-10-74 26,2 0,52 3,3 0,132 
R-11-74 23,6 0,47 2,9 O, 116 
CUADRO XXIX 
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fechas. En cuanto a las unidades debidas a suelo, 
se ha comprobado con otras muestras de •suelo con-
servadas de fechas anteriores, aue no sobrepasa-
ban cifras de este mismo orden. Estas muestras de 
suelo, sometidas a una semicuantitativa por capa 
fina, dieron resultados positivos con manchas co-
rrespondientes al Sevín de unos 0,1 ~g. en los 10 
~1 tomados de los 0,2 ml. de extracto, lo cual co 
rresponde a una concentración de 0,16 mg./Kg., 
que restados de las 0,248 unidades obtenidas para 
suelo y Sevín, dan una cifra de 0,088 "unidades 
Sevín" para las muestra de suelo en sí. Estas, al 
igual que las correspondientes a productos son 
debidas únicamente al suelo puesto oue tampoco es 
te contenía Dipterex. 
Il método propuesto permite expresar el con 
tenido en pesticidas inhibidores, como "unidades 
Sevín", para lo cual una vez calculada la inhibi-
ción debida a la muestra problema, se hacen con 
ella los mismos cálculos ~ue los que se exponen 
para la ordenada en el origen en el cuadro XXIX, 
y a las unidades Sevín obtenidas en mg./Kg., se 
les restan las qu~ figuran en dicho cuadro (en 
el caso del suelo= 0,088). 
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CONCLUSIONES 
De forma detallada se ha llegado a las siguien 
tes conclusiones: 
lQ.- El procedimiento de extracción seguido en los méto-
dos oficiales de la AOAC para productos secos. es 
aplicado con algunas modificaciones a muestras de 
suelos obteniéndose recuperaciones mayorP-s del ?3% 
para los pesticidas ensayados: Lindano~ Heptaclor~ 
Aldrin~ Dieldrin y Endrin. 
2Q.- El método de extracción con acetonitrilo-diclorome-
tano para Sevin en los seis tipos de muestra (suelo~ 
grelos~ patatas~ alubias y maiz)~ también ha dado 
resultados de recuperación satisfactorios: ?3% en 
repollo y superiores al 85% en el reBto de las mues 
tras. 
3Q.- Las recuperaciones de los pesticidas organoclorados 
y organofosforados de una solución patrón mixta a 
lo largo del proceso de purificación en co?.umna de 
florisil-sulfato sódico~ han sido las siguientes: 
Hentaclor = 8?%; Malatión = 9?%; Heptaclor epóxido -
93%; Dieldrin = 100%; Etión = 9?%; Tritión = 83%. 
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4Q.- Se comprueba que Za sensibilidad de un detector de 
ionización de ZZama alcalina (detector termoiónico 
preparado por nosotros)~ es 100, 50 y 25 veces más 
sensible que eZ detector de captura de electrones 
para MaZatión~ Etión y Tritión respectivamente. 
5Q.- Los limites de detección alcanzados en Zas condicio 
nes de trabajo reseñadas, para algunos pesticidas 




Lindano 0,009 (*) 
Malati6n 0,5 0,02 
Eti6n 0,15 0,009 
Triti6n 0,15 0,018 
op'DDT 0,09 (*) 
pp'DDE 0,02 (*) 
pp'DDT 0,09 (*) 
1 
(*).-no es posible establecerla por reque-
rirse una cantidad tan elevada que bl~ 




6Q.- Se han identificado en las muestras~ L1:ndano~ isóme-
ros del DDT y pol·-tclorobifem:los~ utilizá"'dose en su 
confirmación: tiemros de retención relativos al Al-
drin en dos columnas de diferente polaridad; los lla 
mados valores "p"; pruebas quimlcas~ fundamentalmen-
te: saponificación con potasa y oxidación con ácido 
cr>ómico y radiaciones ultravioleta. 
?Q.- Se presentan los resultados obtenidos para pestici-
das organoclorados y policlorobifenilos en las dif~ 
rentes muestras de suelos y productos recolectados 
a lo largo de ~inca años~ estudiando Ru significa-
do y persistencia. 
Los valores promedios de dichos residuos fueron los 
siguiente.q: 
PESTICI SUELO 1 SUELO 1 MAIZ REPO- \GRELOS ALU- PATA - -
DA A B ' LLO · BIAS TAS 
Linda no 0,0030 0,0024 0,005E 0,0041 0,0047 0,0235 0,002 
pp'DDE 0,0045 0,0035 0,005, 0,002 0,0016 0,0020 0,000 
op'DDT 0,0032 0,0036 0,005l 0,0018 0,0036 0,0040 0,001 
pp'DDT 0,0119 0,0114 0,0092 o ,0132 0,0146 0,0094 0,003<J 
PCB's 0,0015 0,0017 N.D 0,0004 0,0011 0,0002 N.D 
Por lo que todos los datos son vaJU.ct6 veces inferio-
res a los señalados por la FAO/OMS. 
-228-
Con los resultados obtenidos de las muestras de 
suelos se han obtenido las siguientes l!neas de 
tendencia: 
ZONA "A" ZONA "B" 
Lindano Y -0,04X + 3,76 y -0,07X + 4,13 
pp'DDE Y -0,17X + 8,50 y = -0,026X + 8,17 
op'DDT Y = -0,02X + 4,48 y = 0,01X + 4,56 
pp'DDT y -0,19X + 18,15 y 0,03X + 14,56 
DDT-total Y= -0,64X + 33,45 y -0, 15X + 26,04 
PCB's y -0,05X + 2,3 y = -0,02X + 2,04 
X número de orden del mes 
Y ~g/g. en materia seca 
Como puede observarse, las cantidades iniciales 
son bajas (ordenada en el origen), y existe una 
tendencia a la disminución (pendiente negativa). 
Aun cuando el op 1 DDT y pp 1 DDT en la zona "B" pre-
sentan pendiente positiva, su pequeña magnitud y 
la pendiente negativa del DDT total en dicha zona, 
rermiten concluir la existencia de una lenta desa 
parici6n de estos compuestos en el suelo y ello a 
pesar de encontrarse en pequeñas proporciones en 
las pulverizaciones aplicadas. 
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8Q.- Se comprueba la presencia de isómeros del DDT y Li~ 
dano en las formulaciones empleadas aunque estos 
pesticidas no figuraban declarados en su composi-
ción. No obstante estos valores no alcanzaron ci-
fras superiores al 0,2%. 
9Q.- Se propone un método basado en la medida potenciom~ 
trica de la actúJidad colinesterásica de plasma de 
caballo, para la detección de residuos inhibidores. 
Dicho método tiene gran precisión y se obtienen los 
siguientes limites de detección para pesticidas fo~ 
forados y carbamatos: Sevin = 1,5 ~g.; Dipterex = 
5,5 pg.; Malatión = 8 ~g. y Pirolan = 0,6 ~g. 
10Q.- Al aplicar aquella técnica a muestras cargadas con 
Sevin y Dipterex, solo se obtienen buenos resulta-
dos con el primero. para el que los porcentajes de 
recuperación en todo el proceso de análisis han si-
do los siguientes: suelo = 87%; repollo = 72%; gre-
los = 93%; patatas = 96%; alubias = 86%; maiz = 115%. 
Los resultados con Dipterex han sido muy i~re­
gulares, lo que atribuimos a una posible degradación 
por las condiciones en que se efectúa la valoración 
(38QC y pH = 7,40) y también a su rápida pérdida de 
actividad en condiciones ambientales (véase conclu-
sión siguiente), condiciones que se rozan al sobre-
~arga~ la muestra. 
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11Q.- Mediante e Z procedim1:en to anterior se ha comproba-
do que mientras eZ Sevin pierde un 8% de actividad 
en eZ transcurso de un mes estando en sequedad y 
expuesto a Zas condiciones ambientaZes~ eZ Dipterex 
deja de ser activo a Zos tPes d-ías de permanecer en 
iguaZes condiciones. 
12Q.- Con este método enzimático, se estabZecen mediante 
sobrecarga Zos niveZes de inhibición de Zas muestra8 
que expresados en "um:dades Sevin" resuZtaron ser: 
SueZo 0,248; repoZZo 0~116; greZos 0~068; patatas 
0,132; aZubias 0~152; maiz 0~082. 
Tras apZicar cromatograf-ía en capa fina~ investiga~ 
do Za presencia de Dipterex o Sevin (con Zos que 
habian sido tratadas Zas muestras), soZo se encon-
tró Sevin en sueZo por Zo que Zas inhibiciones arri 
ba mencionadas~ a excepción de Za deZ sueZo~ se con 
sideran correspondientes a Zas propias muestras y 
no debidas a dichos pesticidas~ circunstancia ha t~ 
ner en cuenta en Za interpretación de Zos rcsuZta-
dos. 
13Q.- FinaZmente~ aunque han sido encontrados residuos de 
hidrocarburos esporádicamente en muestras de sueZos~ 
no aparecen en ningún caso en productos recoZecta-
dos de Za parceZa~ por Zo que no se pZantea ningún 
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